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Introdução: o câncer de cólon é o segundo e terceiro tipo de câncer mais comum 
em mulheres e homens, respectivamenteAs respostas oxidativas e inflamatórias 
desempenham um papel importante no desenvolvimento e na prevenção do 
câncer, sendo essas respostas  passiveis de modulação por compostos 
fitoquímicos presentes na alimentação. O tucum-do-cerrado, um fruto 
encontrado no cerrado brasileiro e rico em fitoquímicos, apresenta um alto 
potencial antioxidante in vivo em ratos, e in vitro. O presente estudo investigou o 
efeito quimiopreventivo do tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) no 
desenvolvimento de focos de criptas aberrantes (FCA), em ratos induzidos ao 
câncer de cólon com azoximetano (AOM). Métodos: Ratos Wistar (n = 28) foram 
tratados durante 12 semanas com uma das seguintes dietas: dieta controle (CT); 
dieta controle + injeção de AOM (CT/DR); dieta controle + 15% de tucum-do-
cerrado (TU); dieta controle + 15% de tucum-do-cerrado + injeção de AOM 
(TU/DR). Após a eutanásia, foi realizada  a contagem de focos de criptas 
aberrantes no cólon e os níveis de mRNA de interleucina 1-beta (Il1b), 
interleucina-6 (Il6), fator de necrose tumoral-alfa (Tnfa), cicloxigenase-2 (Cox2), 
proteína X associada a bcl-2 (Bax), proteína linfoma de células B 2 (Bcl2) foram 
determinados no cólon; os níveis de proteína da COX-2, BAX, Bcl-2, razão 
Bcl2/BAX, IL-6, IL-1β e TNF-α foram determinados no cólon;  marcadores de 
estresse oxidatido (malonaldeído e carbonil) e a atividade de enzimas 
antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa_S-
transferase, superóxido dismutase) foram determinados no fígado e cólon.  
Resultados: a associação do tucum-do-cerrado com a injeção de AOM (TU/DR) 
aumentou a atividade hepática de glutationa-S-transferase; diminuiu os níveis de 
MDA no cólon e no fígado; aumentou os níveis dos biomarcadores pro-
inflamatórios COX2 e TNFα no cólon e sangue, respectivamente; e os níveis da 
proteína pró-apoptótica BAX e a razão Bcl2/Bax no cólon, em relação ao grupo 
CT/DR. Conclusão: o presente estudo mostrou que o consumo de tucum-do-
cerrado diminuiu o dano oxidativo a lipídeos, induziu um efeito pró-inflamatório e 
promoveu um "ambiente" pró-apoptótico em ratos tratados com AOM, porém não 
foram observados alterações na contagem de criptas aberrantes entre os grupos 
tratados com AOM. 
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Introduction: Colon cancer is the second and third most common type of cancer 
in women and men, respectively. Oxidative and inflammatory responses play an 
important role in the development and prevention of cancer, and these responses 
can be modulated by phytochemical compounds present in the diet. The tucum-
do-cerrado, a fruit found in the Brazilian cerrado and rich in phytochemicals, 
presents a high antioxidant potential in vivo, in rats, and in vitro. The present 
study investigated the chemopreventive effect of tucum-do-cerrado (Bactris 
setosa Mart.) on the development of aberrant crypt foci (FCA) in rats induced 
colon cancer with azoxymethane (AOM). Methods: Wistar rats (n = 28) were 
treated for 12 weeks with one of the following diets: control diet (CT); control diet 
+ AOM injection (CT / DR); control diet + 15% tucum-do-cerrado (TU); control 
diet + 15% tucum-do-cerrado + AOM injection (TU / DR). After euthanasia, 
aberrant crypt foci were counted in the colon and mRNA levels of interleukin 1-
beta (Il1b), interleukin-6 (Il6), tumor necrosis factor-alpha (Tnfa), 
cyclooxygenase-2 (Cox2), bcl-2-associated protein X (Bax), B-cell lymphoma 
protein (Bcl2) were determined in the colon; the protein levels of COX-2, BAX, 
Bcl-2, Bcl-2 / BAX, IL-6, IL-1β and TNF-α were determined in the colon. Oxidative 
stress markers (malonaldehyde and carbonyl) and the activity of antioxidant 
enzymes (catalase, glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione S-
transferase, superoxide dismutase) were determined in the liver and colon. 
Results: the association of tucum-do-cerrado with AOM injection (TU/DR) 
increased the hepatic activity of glutathione-S-transferase; decreased levels of 
MDA in the colon and liver; increased the levels of the pro-inflammatory 
biomarkers COX2 and TNFα in the colon and blood respectively and the levels 
of the pro-apoptotic protein BAX and the Bcl-2/Bax ratio in the colon, in relation 
to the CT/DR group. Conclusion: the present study showed that the 
consumption of tucum-do-cerrado decreased the oxidative damage to lipids, 
induced a pro-inflammatory effect and promoted a pro-apoptotic "environment" in 
rats treated with AOM, however no changes were observed in the count of 
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ESTRUTURA DA TESE  
 
Esta tese está estruturada da seguinte forma: Capítulo 1, composto pela 
introdução, revisão bibliográfica, objetivos e materiais e métodos. Em seguida, 
Capítulo 2, com os resultados, discussão e conclusão da pesquisa realizada no 
doutorado estão apresentados em formado de um artigo original, intitulado 
“Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) modulates oxidative stress, 



































 Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o câncer é uma das 
principais causas de morte no mundo, sendo responsável por 8,2 milhões de 
mortes em 2012. A incidência mundial desta doença é bastante alta e tende a 
crescer com o envelhecimento da população, com uma previsão de 21,4 milhões 
de casos novos em 2030 (Ferlay et al., 2015).  
 O câncer de cólon é o segundo tipo mais comum em mulheres e terceiro 
mais comum em homens. Em 2012 foram diagnosticados 746 mil novos casos 
no mundo, correspondendo a 10% dos casos de câncer diagnosticados naquele 
ano (Ferlay et al., 2015). No Brasil, este tipo de câncer é o 4 de maior incidência 
na população brasileira (Brasil, 2014). 
 O câncer é um conjunto de doenças onde células alteradas (malignas) 
crescem desordenadamente invadindo órgãos e tecidos (Brasil, 2014). Durante 
o desenvolvimento do câncer, as células cancerígenas adquirem uma série de 
importantes características (conhecidas como “hallmarks” do câncer) que vão 
permitir que a célula sobreviva, prolifere e dissemine (Hanahan e Weinberg, 
2011). Essas características incluem: manter a sinalização que induz 
proliferação celular, inibir a ação de supressores de crescimento, resistir a 
mecanismos que induzem morte celular, adquirir um potencial replicativo 
ilimitado (imortalidade replicativa), induzir angiogênese e ativar a invasão do 
tecido e a metástase (Hanahan e Weinberg, 2000). 
 A resistência à morte celular (como a resistência a apoptose) é uma 
dessas características adquiridas pelas células cancerígenas (Hanahan e 
Weinberg, 2011). O organismo de mamíferos dispõe de diversos mecanismos 
que induzem a apoptose, um deles é mediado pelas proteínas Bax, pró-
apoptótica, e Bcl-2, anti-apoptótica. As células tumorais podem bloquear a 
apoptose diminuindo a razão Bcl-2/BAX. Altos níveis da proteína Bcl-2 é 
encontrada em mais da metade dos tumores (Amundson et al., 2000).   
 Um microambiente tumoral inflamatório é considerado outra característica 
chave para o estabelecimento do câncer ou sobrevivência da célula cancerígena 
(Hanahan e Weinberg, 2011). Estudos mostram que em lesões pré-neoplásicas 
16 
 
de câncer de cólon há um aumento dos níveis da ciclooxigenase-2, uma enzima 
que catalisa a produção de prostaglandinas associadas ao processo 
inflamatório, enquanto a redução dos níveis dessa enzima apresenta um efeito 
preventivo no desenvolvimento de câncer de cólon (Oshima et al., 1996; 
Kawamori et al., 1998). O fator de necrose tumoral alfa (TNFα) é uma das 
principais citocinas mediadoras da inflamação no microambiente tumoral 
(Balkwill, 2006), entretanto, pode induzir ações anti e pró tumorais dependendo, 
aparentemente, de seus níveis e tempo de exposição (Mocellin e Nitti, 2008). 
Níveis aumentados das interleucinas 1 e 6 já foram observados em diversos 
tipos de câncer, incluindo o câncer de cólon, e diversas ações pró-tumorais já 
foram associadas a essas citocinas (Elaraj et al., 2006; Heikkila et al., 2008). As 
espécies reativas também apresentam uma ação dúbia no desenvolvimento de 
câncer e, assim como o TNFα, o efeito pró ou anti tumoral dependerá da 
concentração (Gorrini et al., 2013).  
 Estudos mostram que aproximadamente um terço de todas as plantas e 
vegetais apresentam ação antioxidante e anti-inflamatória (Wang et al., 2014). 
Assim, a alimentação exerce um papel importante tanto no desenvolvimento 
quanto na prevenção do câncer (Tete et al., 2012). Com o intuito de identificar 
compostos naturalmente encontrados em frutas (Yi et al., 2005), raízes (Shureiqi 
e Baron, 2011) e hortaliças (Rijken et al., 1999) que apresentem um efeito 
quimiopreventivo no desenvolvimento de câncer de cólon, alguns estudos in vitro 
e in vivo vem sendo realizados. Desta forma, uma vez comprovada a eficácia e 
segurança destes compostos, esses poderão ser utilizados na prevenção e/ou 
tratamento do câncer de cólon. 
 Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que o 
tucum-do-cerrado, um fruto encontrado no cerrado brasileiro e rico em 
compostos bioativos, apresentou um alto potencial antioxidante in vivo em ratos 
(Fustinoni-Reis et al., 2016), e in vitro (Siqueira et al., 2013). A literatura mostra 
que alimentos ricos em diversos fitoquímicos são capazes de modular a 
inflamação reduzindo a expressão da COX-2 (Kim et al., 2013) e das citocinas 
TNF (Kauntz et al., 2012), IL-1β (Ahmed et al., 2004) e IL-6 (Hosokawa et al., 
2010). Além disso, esses compostos podem induzir apoptose, por meio da 
modulação das proteínas Bax e Bcl-2 (Kauntz et al., 2012). Os fitoquímicos 
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podem aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (Pandurangan et al., 
2014), reduzindo assim o estresse oxidativo. Também já foi observado uma 
redução no aparecimento de focos de criptas aberrantes em animais tratados 
com fitoquímicos (Vanamala et al., 2006). Todas essas ações resultam em 
efeitos anticancerígenos. Desta forma, o presente trabalho visa testar a hipótese 
de que o consumo de tucum-do-cerrado exerce uma ação quimiopreventiva no 






1 - Câncer  
 O câncer é uma condição clínica causada por células que sofreram 
alterações e adquiriram a capacidade de crescer de forma desordenada 
(crescimento neoplásico), o que permite a invasão e destruição de tecidos e 
órgãos adjacentes e/ou distantes (metástase) (Brasil, 2014). O desenvolvimento 
do câncer acontece em múltiplas etapas que ocorrem ao longo de muitos anos 
(Weinberg, 2014). Assim, com o envelhecimento da população mundial, a 
incidência de câncer vem aumentando em todo o mundo (Ferlay et al., 2015). 
Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2012 foram 
diagnosticados 14,1 milhões de casos novos de câncer no mundo e a previsão 
para 2030 é de 21,4 milhões de casos novos, já que a expectativa de vida da 
população mundial deve aumentar.  
 A transição de uma célula normal para uma neoplásica acontece por uma 
série de alterações genéticas e epigenéticas em genes supressores de tumor e 
proto-oncogenes (Femia et al., 2008). Os genes supressores de tumor são genes 
que, ao serem inativados, aumentam a chance de crescimento tumoral, pois 
normalmente atuam reparando danos no DNA, desacelerando o ciclo celular ou 
controlando a apoptose. A inibição total ou parcial de algum desses genes (que 
acontece na grande maioria dos tumores) pode resultar em um tumor. Os proto-
oncogenes são genes presentes nas células normais que costumam agir no ciclo 
celular. Assim, a expressão aumentada de algum desses genes, por uma 
mutação, por exemplo, resulta em um crescimento celular descontrolado 
podendo desencadear o aparecimento de um tumor. Quando um proto-
oncogene deixa de funcionar normalmente e  sua expressão é alterada, esse 
passa a ser chamado de oncogene (Cooper, 2000; Weinberg, 2014). 
 A carcinogênese, ou seja, a formação do câncer é dividida em três 
estágios: iniciação, promoção e progressão. O estágio de iniciação é causado 
por alterações irreversíveis no genoma, o que pode ser resultado de danos ao 
DNA, aos cromossomos ou ao epigenoma. Os iniciadores (agentes que causam 
danos ao genoma) podem ser substâncias químicas endógenas, como os 
radicais livres; exógenas, como os xenobióticos; ou radiação ionizante. 
Alterações que levem à ativação de proto-oncogenes ou à inativação de genes 
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supressores de tumor podem ser classificadas como eventos iniciadores de 
tumor (Yuspa e Poirier, 1988; Weitzman e Gordon, 1990; Jones e Baylin, 2002; 
Halliwell, 2007). A etapa seguinte é a de promoção do tumor, onde os danos 
genômicos resultam em alterações na expressão de genes que regulam a 
diferenciação e o crescimento celular. Assim, as células inicializadas sofrem 
expansão clonal seletiva, proliferação celular e/ou inibição da apoptose, podendo 
resultar na formação de um tumor benigno. Este estágio é normalmente 
reversível, pois a promoção do tumor é mediada por agentes promotores que, 
se deixarem de existir, permitem a regressão das lesões. Os xenobióticos e 
substâncias endógenas como radicais livres e proteínas inflamatórias podem 
atuar como agentes promotores (Cairns, 1975; Verma e Boutwell, 1980; Yuspa 
e Poirier, 1988; Weitzman e Gordon, 1990; Jones e Baylin, 2002; Pollock, 2006; 
Halliwell, 2007). O último estágio da carcinogênese é o de progressão. Nesta 
etapa ocorrem mudanças adicionais no genoma que induzem a transformação 
de lesões pré-malignas em lesões malignas que normalmente vêm 
acompanhadas de rápido crescimento, invasão, metástase e instabilidade 
genética (Weitzman e Gordon, 1990; Pollock, 2006; Halliwell, 2007). 
 Durante o desenvolvimento do câncer, a célula tumoral adquire 
importantes características, que vão permitir que a célula sobreviva, prolifere e 
dissemine (Hanahan e Weinberg, 2000). Em 2000, Hanahan e Weinberg (2000) 
propuseram seis características do câncer para explicar o desenvolvimento e a 
manutenção dessas doenças: manter a sinalização que induz proliferação 
celular, inibir a ação de supressores de crescimento, resistir a mecanismos que 
induzem morte celular, adquirir um potencial replicativo ilimitado (imortalidade 
replicativa), induzir angiogênese e ativar a invasão do tecido e a metástase 





Figura 1.1: Características adquiridas pelas células cancerígenas.  
Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2000). 
 
 
Com o avanço dos estudos, novas características foram sugeridas. Em 
2011, Hanahan e Weinberg (2000) publicaram um novo estudo sugerindo mais 
duas características adquiridas pelas células tumorais: reprogramação do 
metabolismo energético e escape do sistema imunológico (Figura 1.2) (Hanahan 
e Weinberg, 2011). Neste mesmo trabalho, os autores sugeriram que a obtenção 
dessas características pelas células tumorais acontece em grande parte como 
consequência a duas características que são habilitadas nestas células ou no 
microambiente onde elas estão, são elas a instabilidade genômica e a 




Figura 1.2: Características emergentes e características habilitadas no câncer. 
Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2011). 
 
Manutenção da sinalização proliferativa 
O ciclo celular é um conjunto de complexos eventos que controlam o 
crescimento e a divisão da célula, resultando na formação de células filhas 
geneticamente idênticas à célula mãe. Em uma célula normal, o ciclo celular é 
iniciado por sinais mitogênicos liberados pelo ambiente que circunda a célula. 
Esses sinais são mediados por diversos fatores de crescimento que se ligam aos 
seus receptores e induzem cascatas de transdução de sinais. Essas cascatas 
ativam diversos fatores de transcrição que regulam genes envolvidos no ciclo 
celular (Harvey Lodish, 2007; Weinberg, 2014). 
Alterações que resultem em proliferação celular descontrolada são 
fundamentais para as células cancerígenas (Hanahan e Weinberg, 2011). Essas 
alterações acontecem em componentes dos sinais mitogênicos e/ou em 
proteínas reguladoras do ciclo celular (Evan e Vousden, 2001). Em um segundo 
momento, a célula cancerígena também passa a controlar as vias de sinalização 
que regulam sua progressão, ou seja, o seu tamanho. Muitas vezes esses sinais 
influenciam na sobrevivência e no metabolismo energético dessas células 




Evasão da ação dos supressores de crescimento 
A proliferação celular é controlada por sinais pro e anti-proliferativos. Nos 
tecidos normais, existe um equilíbrio entre aqueles que induzem o crescimento 
celular e aqueles que bloqueiam esse crescimento (Weinberg, 2014). Nas 
células cancerígenas, tanto os sinais pro quanto os anti-proliferativos estão 
desregulados (Hanahan e Weinberg, 2011).  
 
Resistência à morte celular 
 Outro mecanismo de controle de expansão celular é a apoptose, a morte 
celular programada (Hanahan e Weinberg, 2000). A apoptose acontece quando 
a célula sofre algum dano que não pode ser reparado, como, por exemplo, um 
dano severo no DNA  (Weinberg, 2014). Assim, a apoptose é considerada uma 
barreira natural para o desenvolvimento do câncer, já que as células com 
potencial para se tornarem cancerígenas são eliminadas (Evan e Littlewood, 
1998; Lowe et al., 2004; Adams e Cory, 2007). 
 A maquinaria apoptótica é composta por reguladores, que reconhecem os 
primeiros sinais de indução de morte celular, e efetores, os quais vão participar 
da fase de execução da apoptose (Hanahan e Weinberg, 2011). Os reguladores 
se dividem em dois grupos, um grupo que reconhece sinais extra celulares (via 
extrínseca da apoptose) e um que reconhece sinais intracelulares (via intrínseca 
da apoptose) (Riedl e Shi, 2004). A ativação da apoptose por ambas as vias vai 
resultar no acionamento de uma via em comum, a cascata das caspases, as 
quais vão mediar a fase de execução da apoptose (Riedl e Shi, 2004; Hassan et 
al., 2014). 
 A via intrínseca da apoptose (Figura 1.3) é iniciada por estímulos 
estressantes intracelulares, como danos a biomoléculas (Riedl e Shi, 2004). A 
mitocôndria exerce um papel fundamental nessa via, pois estímulos pro 
apoptose induzem a liberação para o citosol de diversas proteínas residentes do 
interior dessa organela (Wang, 2001). Dentre essas proteínas está o citicromo c, 
que vai se ligar a proteína citoplasmática Apaf-1 formando um complexo 
chamado apoptossomo. Este complexo converte a pro-caspase 9 em caspase 
9, a forma ativa dessa protease (Li et al., 1997; Green e Kroemer, 2004). A 
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caspase 9 cliva a pro-caspase 3 em caspase 3 que continua a clivagem e a 
ativação de outras pro-caspases. A cascata das caspases continua até o 
momento em que essas proteases clivam um "substrato morto", ou seja, 
proteínas que ao serem degradadas causam mudanças que dão um fenótipo 
apoptótico à célula (Figura 1.3) (Weinberg, 2014). Assim, os componentes do 
interior da célula marcada para morrer são degradados e a célula começa a 
encolher até que seja consumida por células vizinhas ou fagocitárias (Hanahan 
e Weinberg, 2011; Hassan et al., 2014). 
 A via extrínseca da apoptose (Figura 1.3) inicia-se por meio da ativação 
de algum dos receptores de morte (Nagata, 1999), uma família de receptores 
transmembrana compartilham um domínio citoplasmático em comum, o 
denominado domínio de morte. Os ligantes dos receptores de morte são 
membros da família do fator de necrose tumoral (TNF), uma família que inclui o 
TNF- (discutido  mais na frente). Assim, quando um receptor de morte é 
estimulado por seu ligante, esse cliva as pro-caspases 8 e 10 tornando-as ativas. 
Essas caspases acionam caspases executoras que convergem para a mesma 
via descrita acima (Riedl e Shi, 2004; Hanahan e Weinberg, 2011; Hassan et al., 
2014). 
 A apoptose também pode ser induzida por uma via extrínseca alternativa, 
onde células NK e linfócitos T citotóxicos lançam proteases indutoras de 
apoptose (granzima B) na célula alvo (Figura 1.3) (Motyka et al., 2000). A 
granzima B ativa a cascata das caspases por meio da clivagem e ativação das 
pro-caspases 3 e 8 tornando-as ativas (Weinberg, 2014). 
 As células tumorais podem bloquear a apoptose por diversos 
mecanismos. Dentre esses mecanismos, o aumento da expressão de proteínas 
anti apoptóticas, como a Bcl-2, ou a diminuição dos níveis de proteínas pró 
apoptóticas, como a Bax (Miyashita et al., 1994). A super expressão da Bcl-2 é 
encontrada em mais da metade dos tumores (Amundson et al., 2000). Esse 
mecanismo será de grande importância para este trabalho, portanto maiores 





Figura 1.3: Via intrínseca e extrínseca da apoptose.  
Fonte: adaptado de Weinberg (2014). 
  
Bcl-2 e Bax  
 A via intrínseca da apoptose é regulada principalmente pela família da Bcl-
2, uma família formada por proteínas de três subfamílias: subfamília da Bcl-2 
(com ação anti-apoptose), subfamília da Bax e subfamília BH3-apenas (ambas 
com ação pró-apoptótica; Figura 1.4) (Cory e Adams, 2002; Adams e Cory, 
2007).  
 As proteínas pro-apoptose trabalham em conjunto sendo necessária a 
participação das duas subfamílias, Bax e BH3-apenas, para a indução da 
apoptose. As proteínas da subfamília BH3-apenas funcionam como sensores de 
danos e como antagonistas diretas das proteínas anti-apoptóticas, enquanto as 
proteínas da família Bax atuam mais à frente na via, induzindo o rompimento da 
mitocôndria (Cory e Adams, 2002; Adams e Cory, 2007). Existem dois 
mecanismos descritos na literatura que explicam como as proteínas da 
subfamília BH3-apenas iniciam a ativação da apoptose, o modelo de ativação 
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direta e o modelo de ativação indireta (ambos modelos são mediados por Bad, 
Bim e tBid; Figura 1.5) (Kvansakul e Hinds, 2013). 
 No modelo de ativação direta, existem proteínas ativadoras (Bim e tBid - 
Bid na sua forma ativa) que se ligam diretamente à Bax e Bak ativando-as, e 
uma proteína sensibilizadora (Bad) que se liga às proteínas Bcl-2 inibindo-as 
(Figura 1.5a) (Letai et al., 2002). O modelo de ativação indireta sugere que 
proteínas da subfamília BH3-apenas (Bad, Bim e tBid) se ligam exclusivamente 
a proteínas indutoras de sobrevivência, impedindo que as mesmas neutralizem 
a ativação da Bax e Bak (Figura 1.5b) (Willis et al., 2007).  
 
 
Figura 1.4: As três subfamílias da família Bcl-2: Bcl-2, Bax e BH3-apenas. 
Fonte: adaptado de Cory e Adams (2002). 
 
A Bcl-2 atua como um guardião da membrana mitocondrial, mantendo a 
integridade da membrana externa da mitocôndria e impedindo assim a liberação 
do citocromo c para o citosol (Weinberg, 2014). Quando a Bcl-2 é neutralizada 
por ação das proteínas BH3, as proteínas Bax e Bak formam um homo-oligômero 
com a membrana mitocondrial. Esses homo-oligômeros criam poros nos 
lipossomas, permitindo a liberação do citocromo c para o citosol e, consequente, 
ativação do apoptossomo (Figura 1.6) (Cory e Adams, 2002). A homeostase da 
apoptose é mantida por meio de um balanço dos níveis de proteínas anti-





Figura 1.5: Modelo de ativação direta e indireta da Bax e Bak por proteínas da subfamília BH3-




Figura 1.6: Esquema de proteção da integridade mitocondrial pela Bcl-2.  
Fonte: adaptado de Cory e Adams (2002). 
 
  A regulação da expressão das proteínas da família Bcl2 acontece por 
diversos mecanismos. As proteínas anti-apoptóticas são reguladas por 
mecanismos em nível transcricional e por modificações na proteína (Adams e 
Cory, 2007). As proteínas pró-apoptóticas são igualmente reguladas por diversos 
fatores de transcrição e por regulação pós-traducional. Entretanto, as proteínas 
Bax e Bak são expressas constitutivamente, mantendo seus níveis relativamente 
constantes. Assim, a principal regulação dessas proteínas acontece em nível 
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pós-traducional e é regulada por membros da família Bcl-2 (Cimmino et al., 2005; 
Youle e Strasser, 2008). 
 
Ativação de imortalidade replicativa 
 As células somáticas normais apresentam um número limitado de divisões 
celulares, entrando, posteriormente, em senescência (Shay et al., 1991). As 
células senescentes perdem a capacidade de se replicar, mas continuam 
metabolicamente ativas, podendo viver por semanas ou meses (Campisi e 
D'adda Di Fagagna, 2007). A senescência celular é considerada um mecanismo 
de proteção contra o desenvolvimento de câncer, já que a proliferação celular é 
essencial para o crescimento tumoral (Hanahan e Weinberg, 2000; Coppe et al., 
2010). Entretanto, as células em senescência podem favorecer o microambiente 
do câncer, pois passam a apresentar um fenômeno chamado fenótipo secretor 
associado à senescência (senescence-associated secretory phenotype - SASP), 
que resulta na liberação de várias citocinas pró-inflamatórias (Coppe et al., 
2010). O papel da inflamação no desenvolvimento do câncer será discutido mais 
a frente. 
  
Indução da angiogênese 
 A angiogênese é a formação de novos vasos sanguíneos a partir dos já 
existentes (Nyberg et al., 2008). A angiogênese tumoral é essencial para garantir 
às novas células que estão sendo formadas o suprimento de nutrientes e 
oxigênio, bem como a eliminação de metabólitos e dióxido de carbono (Hanahan 
e Weinberg, 2011). A formação desses novos vasos acontece desde no início do 
desenvolvimento tumoral, sendo essencial para a progressão neoplásica ainda 
na fase de lesões pré-malignas microscópicas (Raica et al., 2009).
 Existem diversos mecanismos que induzem a angiogênese e os 
mecanismos adotados por cada tumor vão variar bastante (Ribatti, 2006). O 
microambiente tumoral vai contribuir diretamente para a manutenção e indução 
dos estímulos angiogênicos (Nyberg et al., 2008) e maiores detalhes serão 





Invasão dos tecidos e metástase 
 A metástase é a propagação de células cancerígenas do tumor primário 
para órgãos distantes onde irão iniciar um tumor secundário (Nguyen et al., 
2009). A cascata metastática é iniciada ainda no tumor primário com o 
crescimento de células tumorais. Posteriormente, essas células diminuem a 
adesão celular, invadem a membrana basal do tecido onde o tumor foi originado, 
continuam se proliferando e induzem angiogênese. Em seguida, as células 
cancerígenas invadem o estroma e atravessam o endotélio dos vasos 
sanguíneos e linfáticos (intravasão) alcançando a circulação. Então, essas 
células são transportadas através da corrente sanguínea até um lugar onde elas 
se ligam às paredes dos vasos e saem da circulação para o tecido (extravasão), 
invadindo este outro órgão. As células invasoras começam a se proliferar, 
induzem angiogênese e iniciam um novo tumor metastático (Fidler, 2003; 
Nguyen et al., 2009; Pavese et al., 2010). 
 
Características emergentes 
 A literatura sugere que existem dois outros recursos obtidos pelas células 
cancerígenas que vão favorecer o desenvolvimento do câncer e por isso 
deveriam ser adicionadas à lista de características do câncer. O primeiro é a 
reprogramação do metabolismo energético e o segundo é a evasão da ação 
destruidora das células imunológicas (Hanahan e Weinberg, 2011). 
 As células cancerígenas despendem uma grande quantidade de energia 
para manter seu crescimento descontrolado, assim estas células reprogramam 
seu metabolismo de glicose de maneira que, mesmo havendo oxigênio, elas 
produzem energia apenas pela glicólise, estado chamado de "glicólise aeróbica" 
(efeito Warburg) (Warburg, 1956; Hanahan e Weinberg, 2011). 
 O segundo recurso funcional emergente é a evasão imunológica. Estudos 
mostram que tanto a imunidade inata quanto a adaptativa contribuem para a 
eliminação do tumor (Kim et al., 2007; Teng et al., 2008). Para que estes 
mecanismos de proteção sejam ativados e funcionem devidamente, o 
hospedeiro precisa ser imunocompetente e o tumor precisa ser altamente 
imunogênico. Células tumorais pouco imunogênicas conseguem escapar da 
vigilância imunológica e crescer mesmo em indivíduos imunocompetentes 
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(Hanahan e Weinberg, 2011; Weinberg, 2014) enquanto as células tumorais 
altamente imunogênicas são destruídas rotineiramente por células imunológicas. 
Entretanto, estas células podem fugir da ação destruidora do sistema imune 
inativando componentes deste sistema que foram destinados a destruir estas 
células (Shields et al., 2010). 
 
Instabilidade genômica 
 A instabilidade genômica é um conjunto de modificações genéticas que 
vão desde mutações pontuais até rearranjo cromossômico e que resultam em 
alterações na expressão de genes (Aguilera e Gomez-Gonzalez, 2008). As 
células cancerígenas costumam apresentar níveis de mutações aumentados 
(Negrini et al., 2010). Além disso, problemas no sistema de vigilância que 
monitora a integridade do DNA podem acelerar o acúmulo dessas mutações 
(Jackson e Bartek, 2009). Alterações epigenéticas, como metilação do DNA e 
alterações de histonas, também podem modificar a expressão dos genes e essas 
alterações já foram encontradas em diversos cânceres (Esteller, 2007; Jones e 
Baylin, 2007). 
 
Microambiente tumoral (MT)  
 Os tumores são formados basicamente por dois compartimentos, o 
parênquima e o estroma tumoral. As células neoplásicas formam o parênquima, 
enquanto que o tecido conjuntivo e os vasos sanguíneos formam o estroma 
tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011).  
 O microambiente tumoral é composto por células não tumorais e seu 
estroma, sendo essencial no desenvolvimento do tumor. Dentre as células que 
compõem o MT estão células endoteliais, linfáticas, fibroblastos, pericitos e 
células do sistema imune (Balkwill et al., 2012), sendo estas últimas de grande 
relevância para este trabalho.  
 Quando um tecido normal sofre algum dano, os fibroblastos são ativados 
e secretam altos níveis de fatores de crescimento, proteínas da matriz celular e 
fatores quimiotáticos, o que vai induzir crescimento e proliferação celular e 
ativação de células inflamatórias e vasculares. No tecido tumoral, os fibroblastos 
associados ao câncer ficam ativados de forma definitiva, induzindo proliferação, 
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angiogênese, invasão e metástase (Li et al., 2007; Hanahan e Weinberg, 2011; 
Balkwill et al., 2012).  
 A grande quantidade de células endoteliais no MT acontece em 
decorrência da ativação do "interruptor angiogênico", o que resulta na construção 
de novos vasos (neovascularização). Os vasos tumorais formados durante esse 
processo exibem formato anormal apresentando, muitas vezes, vazamentos. 
Esses vazamentos aumentam a pressão intersticial, o que piora a hipóxia, 
induzindo a produção de mais moléculas angiogênicas, e facilita a metástase 
(Dvorak, 2005). Dentre as moléculas angiogênicas encontradas no MT a mais 
comum delas é o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o qual é 
produzido por células cancerígenas e inflamatórias (Carmeliet, 2005; Li et al., 
2007; Hanahan e Weinberg, 2011; Balkwill et al., 2012).  
 Pericitos são células que atuam na sustentação dos vasos sanguíneos e 
que são capazes de secretar moléculas que induzem vascularização. O papel 
dos pericitos na progressão do câncer é pouco conhecida e os estudos são 
contraditórios (Cooke et al., 2012). Apesar de essas células serem importantes 
para a formação do endotélio tumoral, dados clínicos mostram que a presença 
de poucos pericitos no MT é associada a um pior prognóstico do paciente  
(Yonenaga et al., 2005; Stefansson et al., 2006; O'keeffe et al., 2008). 
 Os tumores também induzem linfangiogênese, ou seja, a formação de 
vasos linfáticos os quais serão essenciais na disseminação de células 
cancerígenas. Além disso, as células linfáticas alteram a resposta imune 
antitumoral do hospedeiro, o que facilita a progressão do tumor (Alitalo, 2011). 
 
Células do sistema imune 
 As células imunológicas desempenham tanto funções antitumoral quanto 
promotora de tumor. Os linfócitos T CD4+, por exemplo, podem desempenhar 
as duas funções. Já os linfócitos TH1 e as citocinas por eles produzidas 
(iterleucina-2 e interferão-gama) ativam linfócitos T CD8+ capazes de matar 
células tumorais, e por isso a presença dessas células no microambiente tumoral 
(MT) é associado a um bom prognóstico. A presença de linfócitos TH17 e as 
citocinas IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 é associada a um prognostico ruim, pois 
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esse linfócito e essas citocinas induzem inflamação no tecido, o que pode 
promover o crescimento tumoral (Fridman et al., 2012). 
 A ativação do processo inflamatório acontece em resposta a alguma 
injuria e essa terá efeitos terapêuticos se for mantida por um período curto. 
Entretanto, quando a resposta inflamatória se torna crônica ela pode causar 
diversas doenças (Vendramini-Costa e Carvalho, 2012). Isso acontece porque a 
inflamação crônica induz uma série de alterações nos tecidos, como 
remodelamento e perda da arquitetura normal do tecido, danos a biomoléculas 
(via estresse oxidativo) (De Visser et al., 2006). No caso do câncer, a inflamação 
também pode induzir proliferação, crescimento e angiogênese tumoral, invasão 
do tecido e metástase (Mantovani et al., 2008; Murdoch et al., 2008; Egeblad et 
al., 2010; Qian e Pollard, 2010).  
 A importância da inflamação nos três estágios do desenvolvimento de 
câncer (iniciação, promoção e progressão) é amplamente descrita na literatura 
(Grivennikov et al., 2010; Grivennikov e Karin, 2010). A inflamação presente no 
MT é caracterizada por infiltração de leucócitos e, dentre eles, macrófagos, 
mastócitos, neutrófilos, linfócitos T e B já foram identificados como promotores 
de tumor e metástase (fase de promoção e progressão do tumor). Em alguns 
casos, como no câncer de cólon associado à colite, a inflamação também pode 
atuar como um agente iniciador induzindo alterações epigenéticas e no DNA 
(Grivennikov e Karin, 2010). O papel e a importância de cada molécula 
inflamatória variam de acordo com o estágio do desenvolvimento tumoral (Terzic 
et al., 2010). A ação pró-tumoral da inflamação crônica acontece por inúmeros 
mediadores como espécies reativas, citocinas, enzimas (como a COX-2), fatores 
de transcrição, oncogenes, entre outros (Figura 1.7) (De Palma et al., 2007; 
Johansson et al., 2008; Murdoch et al., 2008; Coffelt et al., 2010; Denardo et al., 
2010; Egeblad et al., 2010). 
 O papel da inflamação no câncer é altamente complexo. A ideia de que o 
sistema imunológico desempenharia um papel antitumoral teve sua popularidade 
aumentada e diminuída ao longo do século passado (Fisher et al., 2014). Isso 
porque apesar dos efeitos pró-tumorais descritos anteriormente, a inflamação 
também pode ativar células do sistema imunológico, favorecendo o 
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reconhecimento e a eliminação de células cancerígenas em um processo 
denominado de vigilância imunológica contra tumores (Smyth et al., 2006). 
O conceito de que células do sistema imunológico podem reprimir o 
crescimento de tumores foi proposto por Ehrlich (1909). Muitos anos depois, 
Burnet e colaboradores (Burnet, 1970) demonstraram que camundongos 
apresentavam antígenos tumorais, criando assim o conceito de vigilância 
imunológica. Essa teoria propõe que é função do sistema imunológico 
reconhecer e destruir células transformadas. Com o passar dos anos e a melhora 
de recursos tecnológicos na pesquisa, essa ideia foi aprimorada e expandida, e 
atualmente já se sabe que tanto a imunidade inata quanto a adquirida participam 
da vigilância imunológica (Smyth et al., 2000; Smyth et al., 2006). 
 
 
Figura 1.7: O papel da inflamação nos três estágios do desenvolvimento tumoral. Fonte: 




 No MT, as citocinas encontradas são produzidas por células do estroma 
e leucócitos em resposta a estímulos desencadeados por células normais e 
células malignas (Vendramini-Costa e Carvalho, 2012). De uma forma geral, 
essas citocinas são divididas em pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, e 
dependendo do balanço entre esses dois tipos de citocinas essas promoverão 
um efeito antitumoral ou pró-tumoral. As citocinas são as principais responsáveis 
pela comunicação entre as células do sistema imune (Balkwill e Mantovani, 
2001). 
 A família da interleucina 1 (IL-1) é composta por três proteínas: duas com 
ação agonista, as interleucinas 1 (IL-1) e 1 (IL-1), e uma com ação 
antagonista, denominada antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra). As 
interleucinas 1 e 1 se ligam ao mesmo receptor e apresentam funções 
similares, entretanto uma desempenha ação intracelular (IL-1) e a outra 
extracelular (IL-1) (Dinarello, 1996). 
 A IL-1 está envolvida na resposta inflamatória e, apesar de exercer um 
efeito benéfico na imunidade ao ativar linfócitos, seus efeitos pró-tumorais são 
os mais descritos na literatura. Um aumento da expressão da IL-1 já foi 
observada em diversos tipos de câncer. No câncer, níveis aumentados de IL-1 
costumam estar associados a um pior prognóstico, já que essa citocina 
apresenta uma habilidade em estimular a angiogênese, o crescimento tumoral e 
a metástase (Dinarello, 1996; Gemma et al., 2001; Elaraj et al., 2006; Lewis et 
al., 2006). 
 A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina secretada por células do sistema 
imune em resposta a antígenos e outras citocinas, especialmente TNF e IL-1. 
Essa citocina exerce diversos efeitos sobre o sistema imune, apresentando um 
importante papel tanto na imunidade inata como na adquirida (Vardam et al., 
2007). A ação pró-tumoral da IL-6 é amplamente descrita na literatura, por induzir 
proliferação, sobrevivência, metástase e, até mesmo, evasão imunológica da 
célula tumoral (Fisher et al., 2014). Níveis elevados de IL-6 são associados a um 
prognóstico desfavorável em diversos tipos de câncer, como o colorretal, 
pancreático, gástrico, melanoma, mama e pulmão (Heikkila et al., 2008; Lippitz, 
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2013). Entretanto, a IL-6 parece exercer um importante papel na ativação da 
resposta antitumioral de células T. Fisher et al. (2014) sugerem que o efeito 
antitumoral da IL-6 depende que a sinalização trans de IL-6 seja entregue para 
a célula correta, no local correto e no momento correto. 
 O fator de necrose tumoral alfa é uma das principais citocinas mediadoras 
da inflamação no MT, entretanto, quando o TNFα foi descoberto, esse era 
considerado uma potente citocina anti câncer (Balkwill, 2006). Diversos estudos 
mostrando a ação anti e pró tumoral do TNFα já foram desenvolvidos e, 
aparentemente, os níveis e o tempo de exposição ao TNFα são fundamentais 
para indução de cada uma dessas respostas (Mocellin e Nitti, 2008). 
   Estudos que fizeram injeção local (no tumor) de altas doses de TNFα 
mostraram que esta citocina foi capaz de induzir necrose do tumor (Brouckaert 
et al., 1986; Talmadge et al., 1988; Balkwill, 2009). Entretanto, a aplicação 
sistêmica de baixas doses de TNFα (dose máxima tolerada in vivo) não 
apresentou efeitos anti tumorais satisfatórios (Kuei et al., 1989).  
 A ação antitumoral do TNFα pode acontecer por diversos mecanismos 
(Figura 1.8). O TNFα pode promover a ruptura dos vasos sanguíneos tumorais 
ao induzir necrose hemorrágica destes vasos (Vendramini-Costa e Carvalho, 
2012). Outra ação vascular dessa citocina é o aumento da permeabilidade 
vascular, assim a terapia concomitante de baixas doses de TNFα junto com 
drogas quimioterápicas aumenta a concentração da droga no MT (Seynhaeve et 
al., 2007). O TNFα pode ativar a imunidade antitumoral induzindo a produção de 
citocinas e fatores citotóxicos (como espécies reativas) e estimulando a 
maturação de células dendríticas (Vujanovic, 2001; Mocellin e Nitti, 2008). Além 
disso, ao estimular a produção de espécies reativas, essa citocina pode induzir 







Figura 1.8: Ação antitumoral do TNFα. 
Fonte: adaptado de Mocellin e Nitti (2008). 
 
 O TNFα exerce uma ação pró tumoral nos três estágios do desenvolvimento do 
câncer (Vendramini-Costa e Carvalho, 2012), inclusive tendo um papel importante como 
promotor de tumor em modelos de indução química de carcinogênese (Komori et al., 
1993). Muitas ações pró tumorais desta citocina acontecem via ativação do fator nuclear 
kappa B (NFκB), um fator de transcrição ativado por estímulos pró-inflamatórios e 
estresse oxidativo que induz a expressão de mais de 500 genes, sendo eles 
relacionados a proliferação celular, angiogênese, invasão e metástase, anti-apoptóticos, 
fatores de crescimento, inflamação (inclusive IL-1, IL-6 e COX-2), entre outros 
(Genestier et al., 1995; Binder et al., 1999; Vlahos e Stewart, 1999; Vendramini-Costa e 
Carvalho, 2012; Weinberg, 2014). Além disso, o TNFα pode promover a imortalidade 
replicativa ao induzir a produção de espécies reativas que vão aumentar a atividade de 
telomerases (Figura 1.9) (Mocellin e Nitti, 2008). 
 
 
Figura 1.9: Ação pró-tumoral do TNFα. 






  A ciclo-oxigenase-2 (COX -2) é uma enzima pouco expressa em tecidos 
normais, entretanto a expressão de seu gene é fortemente ativada por estímulos 
pró-inflamatórios (inclusive pelo TNFα) logo no início do processo inflamatório 
(Lasa et al., 2000). Essa enzima catalisa a reação de conversão do ácido 
araquidônico em prostaglandina H2 (PGH2), que por sua vez serve de substrato 
para a formação de diversas prostaglandinas e tromboxanos (Figura 1.10) 
(Linkous e Yazlovitskaya, 2010).  
 A regulação da expressão da COX-2 acontece em nível transcricional e 
pós-transcricional (Lasa et al., 2000). As prostaglandinas são capazes de 
modular a expressão desta enzima alterando a estabilidade de seu mRNA e 
ativando a região promotora do seu gene (Sales et al., 2008). Além disso, sua 
expressão é aumentada por ação de fatores de crescimento, citocinas, hipóxia, 
oncoproteínas e promotores de tumor (Greenhough et al., 2009; Khan et al., 
2011). 
 Diversos estudos vêm apontando um aumento da expressão da COX-2 
em células cancerígenas (Sinicrope e Gill, 2004; Greenhough et al., 2009; 
Warren et al., 2009), principalmente em câncer de cólon, onde a sua expressão 
aparece aumentada em 85% dos carcinomas colorretais em humanos (Eberhart 
et al., 1994). Esse aumento exerce um papel fundamental no desenvolvimento 
do tumor e está associado a um pior prognóstico e uma menor sobrevida destes 
pacientes (De Groot et al., 2007). Concomitantemente, a literatura mostra que a 
inibição da COX-2 em ratos submetidos à aplicação de azoximetano (droga que 
induz câncer de cólon - discutida no item 3) resulta em prevenção do 
desenvolvimento de câncer de cólon (Oshima et al., 1996; Kawamori et al., 
1998). Além disso, estudos mostram uma menor incidência de câncer de cólon 
em indivíduos que fazem uso de anti-inflamatórios não esteróideos, já que estas 





 Figura 1.10: Via de produção de prostaglandinas e tromboxanos. O ácido araquidônico 
é liberado da membrana celular por ação da fosfolipase A2 (PLA2). As ciclo-oxigenases (COX-
1 ou COX-2) convertem o ácido araquidônico em prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 será 
substrato para produção de tromboxanos e prostaglandinas, dentre elas a prostaglandina E2 
(PGE2), reação catalisada pelas enzimas prostaglandina E sintase-1 (PGES). PGD2: 
prostaglandina D2, PGI2: prostaglandina I2, PGF2α: prostaglandina F2α, 15d-PGJ2: 15-Deoxi-
Delta-12,14-prostaglandina J2, PGIS: protaglandina I sintetase; TxS: tromboxano sintase;  TxA2: 
tromboxano A2. Fonte: adaptado de Korbecki et al. (2014).  
 
 Nas células cancerígenas, as vias de síntese dos prostanoides tornam-se 
desreguladas. Inicialmente temos um aumento da expressão das enzimas COX-
2 e da prostaglandina E sintase-1 microssomal (mPGES-1), o que gera um 
aumento dos níveis de prostaglandina E2 (PGE2) (Badawi e Badr, 2003). 
Associado a isso temos uma intensa redução na expressão da enzima 15-
hidróxi-prostaglandina-desidrogenase (15-PGDH), responsável pela degradação 
da PGE2 (Figura 1.11) (Lee et al., 2013). Sendo assim, a PGE2 é o prostanoide 
mais encontrado em tumores de cólon (Wang e Dubois, 2010). 
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 O aumento dos níveis de PGE2 leva a um estímulo autócrino da COX-2, 
aumentando ainda mais a expressão desta enzima (Murakami et al., 1997).  A 
PGE2 se liga à dois de seus receptores (EP2 e EP4) e induz diversas vias que 
resultam na estabilidade do mRNA e/ou ativação da região promotora do gene 
da COX-2 (Figura 1.11) (Sakuma et al., 2004). Além disso, essa prostaglandina 
parece ser a grande responsável pelo efeito pró-tumorigênico da COX-2, já que 
este metabólito apresenta ações pleiotrópicas sobre as células cancerígenas, 
promovendo a proliferação, sobrevivência, angiogênese, migração e invasão 
destas células (Greenhough et al., 2009) e inibindo a apoptose por meio do 
aumento dos níveis de Bcl-2 (Tsujii e Dubois, 1995; Gupta e Dubois, 2001).  
 
 
Figura 1.11: Degradação e secreção da PGE2.  A PGE2 é secretada para fora das células por 
ação da proteína associada a multirresistência 4 (MRP4). A PGE2 extracelular se liga aos 
receptores EP2 (receptor 2 de protaglandina E2) e EP4 (receptor 4 de protaglandina E2) induzindo 
a expressão da COX-2. A degradação da PGE2 acontece pela enzima 15-hidróxi-prostaglandina-
desidrogenase (15-PGDH) e resulta na formação de 15-ceto-prostaglandina E2 (15-keto- PGE2). 
A 15-PGDH inibe a expressão da COX-2 e vice-versa. Assim, o aumento da expressão de uma 
dessas enzimas resulta em redução da expressão da outra enzima. Fonte: adaptado de Korbecki 







2 - Câncer de cólon  
  
 O desenvolvimento  do câncer de cólon engloba diferentes fatores de 
riscos: pré-disposição genética, inflamação intestinal crônica, mutagênicos 
ambientais, patógenos intestinais (Terzic et al., 2010) e alimentação (Tete et al., 
2012). Os cânceres de cólon causados por bases familiares genéticas 
representam apenas 20% dos casos da doença (Rustgi, 2007), sendo a maior 
parte dos casos ligados a fatores ambientais (Terzic et al., 2010). 
 A primeira alteração observada no cólon que pode resultar em um câncer 
é a formação de focos de criptas aberrantes (FCA). FCA são aglomerados de 
glândulas anormais que aparecem antes mesmo do pólipo (ou adenomas), 
sendo resultado da transformação da célula intestinal saudável em célula pré-
neoplásica. Uma vez acontecendo as alterações necessárias para a progressão 
do tumor, os FCA tornam-se adenomas. Adenomas são lesões pré-malignas e 
não invasivas de tecidos epiteliais. Caso novas alterações continuem 
acontecendo nessas células ou no microambiente em que elas se encontram,  
essas lesões podem evoluir para um carcinoma, que é um câncer de células 
epiteliais (Figura 2.1) (Terzic et al., 2010; Weinberg, 2014). 
 
 
Figura 2.1: Fases do desenvolvimento do câncer de cólon.  
Fonte: adaptado de Terzic et al. (2010).  
 
 Os FCAs apresentam características topográficas e histológicas 
diferentes das criptas normais, podendo ser identificados por microscopia 
(Figura 2.2) (Bird, 1987). Assim como no câncer de cólon, os FCAs são mais 
encontrados na porção distal do cólon (Alrawi et al., 2006). Estas lesões 
apresentam algum grau de instabilidade genômica e já foram observadas 
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mutações de proto-oncogenes e genes supressores de tumor (Gupta et al., 
2007), bem como alterações epigenéticas de metilação de ilhas CpG 
(Sakurazawa et al., 2000; Alrawi et al., 2006). Também já foram observados 
defeitos na via de reparo de bases mal pareadas (mismatch repair); (Jacob e 
Praz, 2002). Diversas alterações proteicas, como a expressão da iNOS e da 
COX-2, já foram detectadas em FCAs (Hu et al., 2013; Khan et al., 2013).  
 
 
Figura 2.2: Focos de criptas aberrantes (FCA). (A) FCA com quatro criptas; (B) FCA com dez 
criptas. Fonte: adaptado de Bird e Good (2000). 
 
 
3 – Indução de câncer de cólon por administração de azoximetano 
 O azoximetano (AOM) é uma droga altamente carcinogênica utilizada 
para induzir câncer de cólon em ratos e camundongos. A administração dessa 
droga em animais é um dos principais modelos usados em estudos que avaliam 
a biologia molecular, prevenção e tratamento desse tipo de câncer (Chen e 
Huang, 2009). 
 Ao ser administrado por via intraperitonial ou subcutânea, o AOM é 
metabolizado pelo citocromo P450, principalmente pela isoforma CYP2E1, no 
fígado. Na primeira etapa, o AOM é metabolizado em metilazoximetanol (MAM) 
por meio da hidroxilação do grupamento metil do azoximetano. O MAM é jogado 
no intestino através dos ductos biliares e então é quebrado em formaldeído e 
metildiazônio, um alquilante altamente reativo que causa a alcalinização, por 
meio de metilação, da guanina e da tiamina do DNA (Figura 3.1) (Sohn et al., 
2001). A metilação da base nitrogenada vai resultar em mutações pontuais de 
mudança de G:C → A:T (Swann, 1990; Takahashi e Wakabayashi, 2004), o que 
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pode iniciar o processo de tumorigênese pela mutação de vários genes como K-
ras, β-catenina e TGFβ (Figura 3.2) (Chen e Huang, 2009). 
 
 
Figura 3.1: Via de ativação e indução do câncer por azoximetano. A isoforma CYP2E1 do 
citocromo P450 faz a hidroxilação do grupamento metil do azoximetano, resultando na produção 
do metilazoximetanol (MAM). O MAM é quebrado em formaldeído e metildiazônio, o qual 
promove a  alquilação do DNA. Fonte: adaptado de Sohn et al. (2001). 
 
 
A mutação do oncogene KRAS, causada pelo AOM, resulta na super 
expressão da proteína K-ras. A K-ras é uma GTPase envolvida na regulação da 
proliferação e do crescimento celular (Takahashi e Wakabayashi, 2004; 
Weinberg, 2014). Quando ativada, essa proteína aumenta os níveis de ciclina 
D1 e myc, que induzem proliferação celular, bem como os níveis das enzimas 
iNOS e Cox-2 (Figura 3.3). O óxido nítrico (NO) produzido pela iNOS pode 
causar danos ao DNA e aumentar a neovascularização. A Cox-2 pode aumentar 
os níveis de prostaglandina E2 (PGE2), a qual pode induzir proliferação celular e 
bloqueio da apoptose (Takahashi e Wakabayashi, 2004). 
 A β-catenina é uma proteína envolvida na expressão de diversos genes, 
entre esses, os genes que controlam a proliferação celular. Quando essa 
proteína é mutada, a mesma se mantém estável no citoplasma, ou seja, deixa 
de ser degradada como deveria, e então passa a ser super expressa (Takahashi 
e Wakabayashi, 2004; Weinberg, 2014). Ao translocar para o núcleo, a β-
catenina induz a expressão dos genes da ciclina D1 e myc, induzindo assim a 
proliferação celular. Mutação no gene da β-catenina também parece mexer de 
forma direta ou indireta nos níveis da oxido nítrico sintase induzível (iNOS), uma 
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enzima envolvida na produção da espécie reativa óxido nítrico (Figura 3.3) 
(Takahashi e Wakabayashi, 2004). 
 
 
  Figura 3.2: Modelo de indução de câncer de cólon por azoximetano. Após a aplicação 
intraperitonial ou subcutânea do azoximetano (AOM), a droga é metabolizada em 
metilazoximetanol (MAM) pela isoforma CYP2E1 do citocromo P450. O MAM é altamente 
carcinogênico e pode causar a mutação de genes. Dentre os genes mais comumente mutados 
estão os genes que codificam as proteínas K-ras, β-catenina and TGFβ, os quais vão induzir o 
câncer de cólon por meio do bloqueio da apoptose e ativação do ciclo celular. Fonte: adaptado 
de Chen e Huang (2009).  
 
 A TGFβ é uma citocina que atua em todos os tipos de células controlando 
a proliferação e diferenciação celular. Essa citocina inibe a progressão de células 
pré-tumorais por diversos mecanismos como inibição da proliferação, 
diferenciação, sobrevivência e adesão celular, bem como pela inibição da 
inflamação no microambiente inflamatório. A inibição da TGFβ na célula tumoral 






Figura 3.3: Proteínas com expressão alteradas após indução de câncer de cólon com AOM. 
Fonte: adaptado de Takahashi e Wakabayashi (2004). 
  
 
4 - Câncer, espécies reativas e estresse  
Espécies reativas (ERs) são compostos instáveis capazes de reagirem 
com outras moléculas. No organismo humano existem diversos tipos de 
espécies reativas, entretanto o papel das espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 
e, principalmente, as espécies reativas de oxigênio (EROs) no câncer são as 
mais conhecidas (Halliwell, 2007). 
EROs é um termo usado para se referir a radicais de oxigênio, como 
superóxido (O2‾ ), hidroxil (OH), peroxil (RO2) e alcoxil (RO), e moléculas não 
radicalares que atuam como agentes oxidantes e/ou que podem ser facilmente 
transformadas em radicais, como ozônio (O3), peroxinitrito (ONOO‾), singleto 
(1O2) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Wiseman e Halliwell, 1996). As EROs são 
naturalmente produzidas pelo metabolismo de organismos aeróbios durante a 
produção de ATP na cadeia transportadora de elétrons (Hermes-Lima, 2004). A 
produção de EROs também acontece como parte da imunidade inata, para o 
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combate de microrganismos (Valko et al., 2006), e como parte da sinalização 
celular (Finkel e Holbrook, 2000). ERNs é um termo usado para radicais de 
nitrogênio, como óxido nítrico (NO), peroxinitrito (ONOO‾), radical dióxido de 
nitrogênio (NO2) e outros óxidos de nitrogênio, e produtos da reação do NO 
com o O2‾, RO2 e RO (Wiseman e Halliwell, 1996). O NO é a principal fonte 
de ERNs sendo sintetizado por enzimas chamadas oxido nítrico sintase (NOS) 
(Moncada et al., 1991; Patel et al., 1999).  
Estresse oxidativo é um desequilíbrio entre agressores oxidantes (como 
as espécies reativas) e defesas antioxidantes (como enzimas antioxidantes e 
antioxidantes dietéticos) (Polla, 1999). Os agressores oxidantes são capazes de 
reagir com outras moléculas como DNA, proteínas, lipídeos, etc, causando 
danos oxidativos a essas biomoléculas. A função dos antioxidantes é remover 
ou prevenir danos oxidativos em moléculas alvos (Halliwell, 2007). Assim, os 
organismos aeróbicos desenvolveram um complexo mecanismo de defesa 
antioxidante, com uma parte enzimática (enzimas antioxidantes) e uma parte 
não-enzimática, normalmente vinda da dieta (Valko et al., 2006). Em organismos 
saudáveis, a produção de espécies reativas está balanceada com os sistemas 
de defesas antioxidantes (Polla, 1999). 
A relação entre as espécies reativas e a carcinogênese é altamente 
complexa, mas a participação das ERs nos três estágios do desenvolvimento 
tumoral (iniciação, promoção e progressão) já é bastante aceita na literatura 
(Halliwell, 2013). A primeira conexão entre ERs e transformação celular foi 
descrita na literatura em 1981 (Oberley, 1988) e até hoje o papel das ERs no 
desenvolvimento do câncer permanece controverso (Gorrini et al., 2013). Isso 
porque dependendo do tecido (Geiszt e Leto, 2004); do tipo, da quantidade e do 
tempo de exposição de ERs agindo naquele tecido; do estágio tumoral; entre 
outros fatores, as espécies reativas podem apresentar uma ação oncogênica ou 
supressora de tumor (Halliwell, 2007; Trachootham et al., 2009; Halliwell, 2013). 
As ERs participam da sinalização de diversos processos envolvidos na 
carcinogênese como proliferação celular, apoptose, senescência, necrose, 
danos a biomoléculas, ativação de carcinógenos, recrutamento de fagócitos 
(Halliwell, 2007; Trachootham et al., 2009; Halliwell, 2013). 
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Danos oxidativos ao DNA podem atuar como agentes iniciadores, 
promotores e causar instabilidade genética, danos a proteínas podem resultar 
em problemas no sistema de reparo do DNA (no caso de lesões a enzimas que 
participam deste processo) e danos a lipídeos podem resultar em regulação 
redox de fatores de transcrição (Figura 4.1) (Halliwell, 2007). As EROs podem 
ativar carcinógenos que vão funcionar como agente iniciadores e, algumas 
vezes, gerar mais espécies reativas (Halliwell, 2007). Baixos níveis de EROs 
podem estimular a proliferação celular, pela indução de fatores de transcrição 
que estimulam o crescimento celular (Irani et al., 1997) e por diminuição da 
comunicação via junção-gap (Klaunig e Kamendulis, 2004), e podem inibir a 
apoptose, por meio de danos oxidativos às caspases e aumento do pH citosólico 
(que inibe a atividade das caspases) (Akram et al., 2006). Entretanto, altos níveis 
de EROs induzem apoptose, senescência ou interrompem o ciclo celular (Figura 
4.2) (Halliwell, 2007; Trachootham et al., 2009).  
Estudos mostram que as células malignas apresentam um estado pró-
oxidante e utilizam as EROs em benefício próprio para induzir proliferação, 
metástase, angiogênese e instabilidade genética (Mori et al., 2004; Radisky et 
al., 2005; Okada et al., 2006; Halliwell, 2007). Entretanto os níveis de ERs não 
podem exceder um certo limite, pois se isso acontecer, as células podem sofrer 
danos oxidativos que vão comprometer seu funcionamento (Halliwell, 2007). 
 Tendo em vista que as células cancerígenas usam o estresse oxidativo 
em seu próprio benefício, diversos estudos defendem o uso de antioxidantes 
para diminuir o estado pró-oxidativo dessas células e obter um efeito anticâncer 
(Zhou et al., 2003; Pelicano et al., 2004; Halliwell, 2007; Gorrini et al., 2013; Sun 
et al., 2014). Entretanto, o raciocínio contrário também é válido, e aumentar os 
níveis de ERs nas células cancerígenas até um ponto onde os danos oxidativos 
comprometam o seu funcionamento também pode ter um efeito anticâncer 
(Figura 4.3) (Blot et al., 1993; Halliwell, 2007; Qiao et al., 2009; Zhang et al., 







Figura 4.1: Alguns mecanismos de atuação das ERs que podem facilitar o 






Figura 4.2: Como as células respondem a diferentes níveis de ERs. O estímulo 
da proliferação por baixos níveis de espécies reativas (ER) está associado com 
o aumento da fosforilação de diversas proteínas. As células são, normalmente, 
ambientes redutores, especialmente a mitocôndria (GSH/GSSG>100) e o citosol 
(GSH/GSSG>100). Entretanto, isso não acontece no retículo endoplasmático 
(RE) (GSH/GSSG≈3), já que um ambiente mais oxidante é necessário para o 
dobramento das proteínas e formação de pontes dissulfeto. DO: danos 




Figura 4.3: Diferentes ações das espécies reativas de oxigênio (EROs) na 
tumorigênese. Durante a transição do tecido normal para o carcinoma invasivo, 
as células passam por um aumento progressivo dos níveis de EROs (setas 
sólidas) causado por alterações metabólicas adquiridas pelas células 
transformadas. As células cancerígenas escapam da morte celular aumentando 
os níveis das defesas antioxidantes, as quais vão diminuir os níveis de EROs 
(setas pontilhadas). Assim, Gorrini e colaboradores (2013) defendem a adoção 
de terapias anticâncer que inibam mecanismos antioxidantes, o que resultará em 
um acúmulo excessivo de EROs e indução de morte celular. Fonte: adaptado de 
Gorrini et al. (2013). 
 
 
5 - Antioxidantes  
Em resposta aos efeitos deletérios causados pelas espécies reativas, os 
organismos aeróbios desenvolveram um complexo sistema de defesas 
antioxidantes e, em circunstâncias normais, esses efeitos deletérios são 
controlados por este sistema (Hermes-Lima, 2004; Halliwell, 2007). 
Antioxidantes são substâncias que previnem, atrasam ou removem um dano 
oxidativo de uma molécula alvo (Halliwell, 2007). Nos organismos vivos existem 
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diversos tipos de antioxidantes e a importância de cada um deles depende de 
diversos fatores (Halliwell, 2007). 
Os antioxidantes podem atuar como sequestradores de radicais livres, 
doadores de hidrogênio, doadores de elétron, quelantes de metais que são fonte 
de elétrons livres, detoxificantes de espécies reativas, moduladores da 
expressão de genes associados aos sistemas antioxidantes (Krinsky, 1992). 
Assim, não existe “o melhor” antioxidante, o antioxidante ideal vai depender do 
tipo de espécie reativa e de seu alvo (Halliwell, 2007). 
Os antioxidantes podem ser sintetizados in vivo ou adquiridos pela dieta 
(Halliwell, 2007). Entre os antioxidantes produzidos endogenamente estão as 
enzimas antioxidantes superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, 
glutationa redutase e glutationa S-transferase (discutidas mais a frente). Os 
antioxidantes dietéticos incluem os carotenoides, vitamina C, vitamina E e os 




As enzimas antioxidantes são produzidas endogenamente e trabalham 
em sinergismo dentro de um sistema balanceado e coordenado (Figura 5.1) 
(Halliwell, 2007). Assim, o aumento dos níveis de uma enzima antioxidante sem 
um aumento concomitante dos níveis da enzima que dará continuação à cascata 
antioxidante implica em menor resistência aos danos oxidativos (De Haan, 
1996). O organismo aeróbio apresenta diversas enzimas antioxidantes.  
A catalase é uma enzima antioxidante formada por quatro subunidades 
proteicas contendo, cada subunidade, um grupo heme férrico ligado ao seu sítio 
ativo e uma molécula de NADPH, os quais atuam como cofatores (Halliwell, 
2007). Essa enzima é encontrada nos peroxissomos de quase todas as células 
do organismo humano e catalisa a reação de decomposição de peróxido de 





Figura 5.1: Ação de enzimas antioxidantes na proteção das células contra 
Espécies Reativas de Oxigênio (EROs). Abreviações: Superóxido Dismutase 
(SOD), catalase (CAT), Glutationa S-transferase (GST), Glutationa Redutase 
(GR), Glutationa Peroxidase (GPX) e Glicose-6-fosfato Desidrogenase 





Figura 5.2: Reação catalisada pela catalase. Fonte: Halliwell (2007). 
  
 A família da glutationa peroxidase (GPx) é formada por pelo menos quatro 
tipos diferentes. A GPx-1 é a isoforma mais abundante e encontra-se no citosol; 
a GPx-2 está localizada no trato gastrintestinal; a GPx-3 está presente em 
pequenas quantidades no plasma; a GPx-4 que protege as membranas celulares 
da peroxidação lipídica (Halliwell, 2007; Steinbrenner e Sies, 2009). Essas 
enzimas são selênio dependentes e catalisam uma reação de redução de 
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peróxidos, como o peróxido de hidrogênio. Nesta reação, ocorre a transferência 
de elétron da glutationa reduzida (GSH) para o peróxido de hidrogênio, formando 
duas moléculas de água e uma molécula de glutationa oxidada (GSSG; Figura 
5.3) (Halliwell, 2007; Steinbrenner e Sies, 2009).  
 
 
Figura 5.3: Reação catalisada pela glutationa peroxidase. 
Fonte: Halliwell (2007).      
 
 A glutationa redutase (GR) é uma enzima que catalisa a redução da 
GSSG em GSH (Figura 5.4). Esta enzima é formada por duas subunidades e o 
sítio ativo de cada subunidade contém uma molécula de dinucleótido de flavina 
e adenina (FAD). Os elétrons necessários para reduzir a GSSG em GSH são 
doados pelo NADPH. Nesta reação, o FAD recebe elétrons do NADPH e os 
elétrons são entregues para a ponte dissulfídica presente em cada sítio ativo da 
GR. Os grupamentos –SH formados interagem com a GSSG e a reduzem em 2 
GSH (Halliwell 2007). 
 
 
Figura 5.4: Reação catalisada pela glutationa redutase.  
Fonte: Halliwell (2007).      
 
 A GST é uma enzima essencial no metabolismo de xenobióticos, onde 
participa da primeira fase da detoxificação. É responsável pela conjugação de 
diversos xenobióticos com a GSH (Figura 5.5), permitindo assim a excreção 
destes conjugados principalmente pela bile. Existem diversas isoenzimas da 
GST, as quais diferem quanto à especificidade pelo substrato. Em humanos, 
existem polimorfismos que diminuem a atividade de GSTs, resultando em 






Figura 5.5: Reação catalisada pela glutationa S transferase. 
Fonte: Halliwell (2007).      
 
 As superóxidos dismutases (SODs) são enzimas que catalisam a reação 
de dismutação do superóxido. As CuZnSODs são encontradas principalmente 
no citosol e estão presentes em quase todas células eucarióticas (Fridovich, 
1995). O íon cobre da CuZnSOD catalisa a reação de dismutação alternando 
seu estado oxidado e reduzido (Figura 5.6A) (Halliwell 2007). As MnSODs são 
encontradas na mitocôndria de quase todos os tecidos de animais (Fridovich, 
1995). Nesta enzima, o manganês faz a função do cobre, catalisando dismutação 
por meio da alternância de seu estado redox (Figura 5.6B) (Halliwell 2007). 
 
Figura 5.6: (A) Reação catalisada pela CuZnSOD; (B) reação catalisada pela 
MnSOD. Fonte: Halliwell (2007).      
 
 
Antioxidantes dietéticos  
 Estudos mostram que o consumo dietético de antioxidantes naturais está 
associado a prevenção de diversas doenças crônicas, inclusive o câncer 
(Brighenti et al., 2005; Valtuena et al., 2008; Shehzad et al., 2010). Segundo a 
Organização Mundial de Saúde, um terço das mortes causadas por câncer pode 
ser prevenido e o fator dietético está bastante associado com esta prevenção 
(Bode e Dong, 2009). 
 Os antioxidantes dietéticos são grupos de compostos químicos que 
apresentam diversos mecanismos de ação antioxidante. Dentre esses, os 
polifenóis são os mais consumidos na dieta, correspondendo a cerca de 90% 




 Os polifenóis são compostos que apresentam dois ou mais anéis 
aromáticos ligados a uma hidroxila. O número de hidroxilas e sua localização na 
molécula são determinantes para a atividade antioxidante exercida pelo 
polifenol. Os polifenóis podem atuar como antioxidantes in vitro por meio do 
sequestro de diversas espécies reativas (atuando como agente redutor) e 
quelando metais como o ferro e o cobre (prevenindo assim a produção de 
oxidantes) (Halliwell 2007). Além disso, os polifenóis podem modular, de forma 
direta ou indireta, a expressão de genes envolvidos na síntese de enzimas dos 
sistemas antioxidantes (Joven et al., 2014).  
 A literatura mostra que os polifenóis também podem apresentar ações 
pró-oxidantes e essas ações podem resultar em danos oxidativos (Ohashi, 2002; 
Perron e Brumaghim, 2009) ou em proteção antioxidante (Erlank et al., 2011). 
Por exemplo, alguns polifenóis podem reduzir o Fe3+ a Fe2+, sendo este último 
essencial para produção de radicais hidroxil oxidativos (Ohashi, 2002; Perron e 
Brumaghim, 2009). Por outro lado, o aumento da produção de espécies reativas 
mediado por alguns polifenóis pode ativar o fator nuclear (derivado de eritroide-
2) tipo 2 (Nrf2) (Na e Surh, 2008; Erlank et al., 2011), um fator de transcrição que 
induz a expressão gênica de inúmeras enzimas antioxidantes, mediando assim 
uma proteção contra danos oxidativos (Ma, 2013). Desta forma, a ativação do 
Nrf2 pode resultar em aumento da atividade de enzimas antioxidantes 
(Pandurangan et al., 2014). 
 Os efeitos dos polifenóis no câncer podem ser ainda mais complexos, pois 
esses podem exercer efeitos quimiopreventivos por mecanismos antioxidantes 
e pró-oxidantes. Estudos com polifenóis encontrados no chá verde mostram bem 
esses mecanismos (Figura 5.7). Esses polifenóis podem bloquear a formação do 
tumor ao diminuir os níveis de espécies reativas de oxigênio. Essa ação 
protegerá as células de danos oxidativos, inibirá a proliferação, metástase, 
inflamação e fatores de transcrição que podem auxiliar na formação do tumor. 
Por outro lado, o aumento da produção de EROs, também por ação dos 
polifenóis do chá verde, pode inibir o crescimento do tumor por meio do aumento 
dos danos ao DNA, que levaria a apoptose da célula, ativação de enzimas 
antioxidantes, inibição da proliferação, metástase, inflamação e alguns fatores 
de transcrição (Forester e Lambert, 2011). 
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 Estudos mostram que os efeitos pró-oxidantes dos polifenóis são dose 
dependente (Hattori et al., 2002). Altas doses de epigalocatequina-galato (750-
1.500 mg/Kg) produziram efeitos tóxicos no fígado de ratos por meio do aumento 
do estresse oxidativo (Lambert et al., 2010). Na literatura, ainda não existe 
recomendações de ingestão diária dos polifenóis, dessa forma a ingestão 
dietética destes compostos deve ser cuidadosamente avaliada.  
 
 
Figura 5.7: Efeitos antioxidantes e pró-oxidantes dos polifenóis do chá verde no 
desenvolvimento do câncer. Fonte: adaptado de Forester e Lambert (2011). 
 
 
6 - Fitoquímicos e câncer  
 Fitoquímicos são um grupo de compostos produzidos por plantas, sendo, 
assim, encontrados em alimentos de origem vegetal como frutas, legumes, 
hortaliças e grãos. Diversos fitoquímicos apresentam efeitos positivos para a 
saúde humana, estando associados a prevenção de diversas doenças (Shehzad 
et al., 2010). Fazem parte do grupo dos fitoquímicos os terpenos e terpenóides, 
os alcalóides e os compostos fenólicos, sendo este último grupo de especial 
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relevância para este trabalho, pois o tucum-do-cerrado é bastante rico em alguns 
fenólicos (Figura 6.1) (Rosa, 2013).  
 Os fitoquímicos podem auxiliar na prevenção do câncer (Surh, 2003). Os 
agentes quimiopreventivos são divididos em duas categorias: agentes 
bloqueadores e agentes supressores do câncer (Wattenberg, 1985). Os agentes 
bloqueadores atuam no estágio de iniciação do câncer, impedindo que 
carcinógenos alcancem seu alvo, inibindo a ativação do carcinógeno ou 
impedindo sua interação com biomoléculas. Os agentes supressores atuam nos 
estágios de promoção e progressão, inibindo a transformação maligna da célula 
iniciada. Os fitoquímicos podem atuar como agentes bloqueadores e 
supressores (Surh, 2003). 
 
 
Figura 6.1: Classificação dos fitoquímicos. Fonte: adaptado de Rosa (2013). 
 
 Parte da ação quimiopreventiva dos fitoquímicos parece estar associada 
as suas propriedades antiinflamatórias e antioxidantes (como discutido 
anteriormente) (Wang et al., 2014). Porém, esses compostos também são 
capazes de modular diversas vias de transdução de sinais (Lee et al., 2009). 
Dessa forma, as ações quimiopreventivas dos fitoquímicos são bastante 
diversas (Surh, 2003). 
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 A literatura também mostra que os fitoquímicos são capazes de modular 
marcadores envolvidos no desenvolvimento do câncer de cólon, como as 
enzimas COX-2 e antioxidantes; proteínas envolvidas na apoptose, BAX e Bcl-
2; citocinas, como a TNFα, IL-1 e IL-6, e focos de criptas aberrantes. O 
consumo dietético de alimentos ricos em fitoquímicos é capaz de reduzir a 
expressão da enzima COX-2 no intestino de ratos saudáveis e de ratos que 
receberam a droga azoximetano (AOM) (Rodriguez-Ramiro et al., 2013; 
Pandurangan et al., 2014; Tan et al., 2014). Alimentos ricos em fitoquímicos 
também podem induzir a apoptose por meio da modulação dos níveis das 
proteínas Bax e Bcl-2. Kauntz et al. (2012) mostraram que a administração oral 
do flavonoide silibina foi capaz de induzir apoptose no intestino de ratos tratados 
com AOM por meio da diminuição dos níveis de mRNA da Bcl-2 (anti-apoptótica) 
e aumento dos níveis de mRNA da Bax (pró-apoptótica). Este mesmo estudo 
mostrou que os níveis de transcritos da citocina TNF foram menores no grupo 
que recebeu a silibina + AOM comparado com o grupo que recebeu apenas 
AOM. A ação antiinflamatória dos fitoquímicos foi observada em um estudo com 
aurapteno, onde ratos tratados com AOM/sulfato de sódio dextrana (DSS) + 
aurapteno apresentaram menores níveis de IL-1 e IL-6 no cólon comparados 
aos animais controle (Tanaka, 2010). 
 A ação dos fitoquímicos na prevenção do desenvolvimento de focos de 
criptas aberrantes (FCA) já foi descrito em diversos estudos. Animais tratados 
com azoximetano e que receberam ácido rosimárico (Furtado et al., 2015), romã 
(Banerjee et al., 2013), extrato de vinho tinto (Mazue et al., 2014), chocolate preto 
(Hong et al., 2013), chá verde (Xiao, 2008), suco de maçã (Barth et al., 2005), 
apresentaram menor formação de criptas aberrantes quando comparados ao 
controle, que recebeu apenas a droga.  
 
 
7 - Tucum-do-cerrado 
 A Bacteris setosa Mart. é uma palmeira arbustiva pertencente à família 
Palmae (Sato Duarte A.Y.S.; De Queiroz R.S.; Sanches, 2012). Essa palmeira é 
nativa do Brasil, podendo ser encontrada no cerrado brasileiro. O fruto produzido 
por essa planta é popularmente conhecido como tucum-do-cerrado, coco-de-
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natal, marajá, tucum-bravo, tucum-pitanga, tucunzeiro, uva-do-mato (Figura 7.1) 
(Sato Duarte A.Y.S.; De Queiroz R.S.; Sanches, 2012). Esse fruto é comestível, 
possuindo uma polpa branca e suculenta e uma casca de coloração negro-
arroxeado ou marrom-escuro (Rosa, 2013).  
 
 
Figura 7.1: Imagem do tucum-do-cerrado (Bacteris setosa Mart).  
Fonte: arquivo pessoal. 
 
 Estudos de caracterização do tucum-do-cerrado mostraram que este fruto 
apresenta alto teor de flavanóis totais, sendo 15 a 19 vezes superior ao da maçã, 
e de antocianinas totais, sendo bem próximo ao do açaí (fruto considerado rico 
neste composto bioativo) (Rosa, 2013). Entre os flavonóides identificados nos 
extratos da casca do tucum-do-cerrado estão: flavanol (catequina); flavonóis 
(quercetina e rutina); ácidos fenólicos (gálico, ferúlico e caféico), e antocianinas 
(cianidina) (Rosa, 2013). O alto teor de compostos fenólicos está associado a 
sua alta atividade antioxidante in vitro comparada com a maçã (Siqueira et al., 
2013). 
Em um estudo in vivo, onde ratos receberam tucum-do-cerrado na dieta 
na concentração de 15%, foi observada uma redução nos níveis de danos 
oxidativos a proteínas e lipídeos no baço e aumento da capacidade redutora de 
ferro no plasma. Além disso, o tucum-do-cerrado modulou a expressão de genes 
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como o gene da enzima catalase, que teve sua expressão diminuída no baço, e 
o gene do fator de transcrição Nrf2, que sofreu um aumento no fígado (Fustinoni-
Reis et al., 2016).  
 A alta concentração de compostos fenólicos, o alto poder antioxidante in 
vitro e as ações antioxidantes in vivo do tucum-do-cerrado, tornam este fruto um 
forte candidato para apresentar ações quimiopreventivas. Além disso, o intestino 
é um órgão que está em contato direto com os fitoquímicos dos alimentos, 
recebendo assim a proteção dos fitoquímicos absorvidos e dos não absorvidos 
pelo organismo (Halliwell, 2007). Dessa forma, o presente estudo visa avaliar a 
ação quimiopreventiva do consumo dietético do tucum-do-cerrado no 
desenvolvimento do câncer de cólon em ratos tratados com azoximetano.  
 




8.1 - Objetivo geral 
Avaliar o efeito quimiopreventivo do consumo de tucum-do-cerrado no 
desenvolvimento de criptas aberrantes no cólon de ratos induzidos ao câncer de 
cólon por azoximetano. 
 
8.2 - Objetivos específicos 
 Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado na prevenção do 
desenvolvimento de criptas aberrantes, focos de criptas aberrantes e 
focos de criptas aberrante de alta multiplicidade. 
 Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado sobre os níveis de 
transcritos da Bax, Bcl2, IL-6, IL-1 beta, TNF-alfa e Cox2 . 
 Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado sobre os níveis das 
proteínas Cox-2, BAX e Bcl-2. 
 Avaliar o efeito do consumo do tucum-do-cerrado no nível de inflamação 
das citocinas TNF, IL-6, IL-1β. 
 Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado nos níveis de danos 
oxidativos a proteínas e lipídeos. 
 Avaliar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado sobre a atividade das 
enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase, glutationa 











9.1 - Aclimatação 
 28 ratos Wistar machos recém-desmamados (21 dias) foram adquiridos 
da empresa Granja RG em Santo Amaro, São Paulo, Brasil. Os animais foram 
alocados no biotério da Faculdade de Saúde da Universidade de Brasília, 
mantidos em ciclos de 12/12h de claridade/escuridão com livre acesso a água e 
ração apenas no ciclo de escuridão. Os animais ficaram 27 dias em aclimatação 
para que atingissem o peso de 220 g, peso mínimo necessário para aplicação 
da droga. Durante esse período, todos os animais foram alimentados com dieta 
AIN-93G padrão para roedores (Reeves et al., 1993). O estudo foi aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade de Brasília, Distrito 
Federal, Brasil (CEUA, UnBDOC n 160500/2013, em anexo).  
 
9.2 - Tratamento 
 Após o período de aclimatação os animais foram divididos em 4 grupos, 
conforme descrito abaixo. Inicialmente, por um período de 12 dias cada grupo 
recebeu apenas a dieta tratamento (dieta controle ou dieta adicionada de tucum-
do-cerrado), ou seja, os animais não receberam a injeção de droga ou salina. 
Esse protocolo foi utilizado pois o objetivo desse estudo é avaliar a capacidade 
do tucum-do-cerrado em prevenir o desenvolvimento do câncer de cólon 
(quimioprevenção).  Após duas semanas, os grupos receberam a primeira dose 
da droga (azoximetano, Sigma Aldrich, St. Louis, USA; indutor do câncer de 
cólon) ou do placebo, e a segunda aplicação da droga ou salina foi dada uma 
semana após a primeira aplicação (Ghirardi et al., 1999). O grupos controle + 
droga e tucum-do-cerrado + droga receberam injeção intraperitoneal de 
azoximetano na concentração de 15 mg / kg de peso corporal, enquanto os 
grupos controle + placebo e tucum-do-cerrado + placebo receberam igual 
volume de solução salina 0,9% (Figura 9.1).  
 1- Grupo controle (CT; n = 6): dieta AIN-93G (Reeves et al., 1993) e 
injeção intraperitoneal de solução salina 0,9%.  
 2- Grupo controle + AOM (CT/DR; n = 8): dieta AIN-93G e injeção 
intraperitoneal de azoximetano (15 mg/ kg peso corporal, AOM). 
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 3- Grupo tucum-do-cerrado (TU; n = 6): dieta AIN-93G adicionada de 
tucum-do-cerrado na proporção de 150 g de tucum-do-cerrado (casca de polpa) 
/ Kg dieta e injeção intraperitoneal de solução salina 0,9%.  
 4- Grupo dieta tucum-do-cerrado + AOM (TU/DR; n = 8): dieta AIN-93G 
adicionada de tucum-do-cerrado na proporção de 150 g de tucum-do-cerrado 
(casca de polpa) / Kg dieta e injeção intraperitoneal de azoximetano (15 mg/ kg 
peso corporal, AOM).  
 
Figura 9.1: Esquema de tratamento dos animais. 
 
 Os animais foram pesados semanalmente para avaliação do ganho 
ponderal e o consumo da ração foi estimado diariamente por meio da diferença 
do peso da ração ofertada e da sobra. Após as 12 semanas de tratamento os 
animais foram eutanasiados usando isoflurano 3% por inalação e o sangue 
retirado por punção cardíaca. Logo após a eutanásia, foram retirados o fígado, 
o intestino delgado, o intestino grosso e uma parte do conteúdo cecal. Os órgãos 
foram lavados com PBS a 4C. O intestino grosso foi cortado longitudinalmente 
com uma tesoura e colocado em uma bandeja (resfriada com gelo) com a luz 
intestinal voltada para cima. Com o auxílio de um bisturi, o intestino sofreu outro 
corte longitudinal que o dividiu ao meio. Metade do cólon foi congelado em 
nitrogênio líquido e a outra metade sofreu cortes horizontais que dividiram o 
intestino em três partes iguais, que foram classificadas como colón distal (região 
próxima ao reto), transverso (região entre o cólon distal e proximal) e proximal 
(região ligada ao cecum). Essas três partes foram colocadas esticadas em papel 





9.3 - Avaliação de parâmetros sanguíneos 
 A coleta do sangue foi realizada em tubos contendo EDTA 7%. Após a 
coleta, o material foi encaminhado para o Hospital Veterinário da Universidade 
de Brasília onde as análises foram feitas em contador de células ABX Micros 
ESV 60 (Horiba, Kyoto, Japão). Os parâmetros analisados foram: eritrócitos, 
hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 
corpuscular média (HCM), concentração de hemoglobina corpuscular média 
(CHCM), plaquetas e células brancas. 
 
9.4 – Identificação e quantificação de focos de criptas aberrantes (FCA) 
A primeira alteração observada no cólon que pode resultar em câncer é a 
formação de uma única célula pré-neoplásica (criptas aberrantes, CA) que pode 
progredir para um conjunto de lesões pré-neoplásicas conhecidas como focos 
de criptas aberrantes (FCA). Os focos contendo quatro ou mais criptas 
aberrantes (FCA de alta multiplicidade, FCAAM) são preditivos de uma eventual 
formação de tumor (Terzic et al., 2010). A identificação e quantificação de FCA 
no cólon foi feita de acordo com o método descrito por Bird (1987). O cólon 
mantido em formalina 10% foi corado com solução de azul de metileno 0,2% por 
aproximadamente 1 minuto e colocado no microscópio com a superfície da 
mucosa para cima. O número de CA e de FCA foram contados e classificados 
pela sua multiplicidade usando um microscópio de luz com aumento de x40. A 
multiplicidade foi avaliada contando o número de criptas aberrantes 
apresentadas em cada foco. 
 
9.5 - Marcadores de danos oxidativos 
9.5.1 - Marcador de peroxidação lipídica 
Os níveis de malondialdeído (MDA) foram determinados no fígado e no cólon por 
Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC) segundo Candan e Tuzmen 
(2008) com modificações (Arruda et al., 2013). Brevemente, o tecido foi 
homogeneizado em ácido sulfúrico 1% com uma diluição final de 1:10 (peso / 
volume) e centrifugado a 12.000 g durante 15 minutos a 4° C. Uma alíquota do 
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sobrenadante (250 μL) foi adicionada a 375 μL de ácido fosfórico 440 mmol / L 
e 125 μL de ácido tiobarbitúrico 42 mmol / L (TBA, Sigma, St. Louis, MO, EUA). 
A mistura foi aquecida durante 1 hora a 100° C e, após resfriado, foram 
adicionados 500 μL desta mistura a 500 μL da solução metanol : NaOH 1 mol / 
L (volume / volume 91: 9). As amostras foram centrifugadas a 12 000 × g durante 
5 minutos a 4° C, o sobrenadante foi filtrado em membrana PVDF 0,45 μm e 50 
μL de cada amostra foram injetados em sistema HPLC utilizando coluna Shim-
park CLC-ODS C18 de 15 cm (Shimadzu, Kyoto, Japão). A fase móvel utilizada 
no sistema foi metanol: tampão fosfato 50 mmol / L (60:40) e a leitura foi realizada 
em detector de fluorescência com comprimentos de onda fixados em 553 nm 
(emissão) e 532 nm (excitação). A curva padrão foi feita pela hidrólise ácida de 
1,1,3,3-tetraethoxy-propano 97% (TEP, Sigma, St. Louis, MO, EUA) em ácido 
sulfúrico a 1% usando quatro pontos padrão (0.81–16.16 nmol/mL; y = 1-6 X + 
0.0719; r2 = 0.9911). Os resultados foram expressos como nmol MDA / mg de 
proteína total, e a concentração de proteína foi determinada como o método 
descrito anteriormente (Hartree, 1972). 
 
9.5.2 - Marcador de oxidação proteica 
O ensaio baseia-se na reação da 2,4-dinitrofenilhidrazina com o grupo 
carbonil de proteínas oxidadas, e consequente formação de um complexo que 
absorve a 376 nm, como descrito por Richert et al. (2002). Brevemente, cerca de 
0,1 g de amostras de fígado e cólon foram homogeneizadas em tampão Tris HCl 
25 mmol/L contendo ureia 6 mol/L (pH 9,0) obedecendo uma proporção de 1:20 
(p/v). Alíquotas de 200 µL de homogeneizado foram transferidas para três 
diferentes tubos onde foram adicionados 200 µL de ácido tricloroacético 20% 
(TCA) responsável pela precipitação das proteínas. Os tubos foram 
centrifugados a 10.000 x g / 5 min, sendo o sobrenadante descartado e o 
precipitado ressuspendido em 200 µL do tampão de homogeneização. Em dois 
dos tubos foram adicionados 700 µL de 2,4-dinitrofenil-hidrazina 0,2% (DNPH) 
em HCl 2 mol/L (amostras), enquanto no terceiro tubo pipetou-se 700 µL de HCl 
2 mol/L, utilizado como branco. Os tubos foram centrifugados por 15 min a 4°C, 
ao pellet foram adicionados 700 µL de TCA 20% e os tubos passaram por nova 
centrifugação (10.000 x g / 5 min). Novamente descartou-se o sobrenadante, o 
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precipitado de proteína foi lavado por três vezes utilizando 1 mL de solução de 
acetato de etila : etanol (1:1) e posteriormente centrifugado. Após 15 minutos, o 
precipitado foi dissolvido em 500 µL de tampão fosfato de potássio 500 mmol/L 
(pH 2,5) contendo guanidina 6 mol/L e, após centrifugação por dois minutos a 
10.000 x g, incubou-se a 4oC por 30 min sob agitação (Thermomixer Confort 
Eppendorf). A absorbância foi lida a 376 nm em espetrofotômetro. A 
concentração de proteína carbonilada foi expressa em nmol de carbonil por mg 
de proteína total, utilizando um coeficiente de extinção molar do complexo 
carbonil - dinitrofenil-hidrazina  de 22.000 mM-1cm-1 a 376 nm. A determinação 
de proteína total foi realizada por método descrito anteriormente (Hartree, 1972). 
 
 
9.6 - Determinação da Atividade Específica de Enzimas Antioxidantes 
9.6.1 - Preparação do homogeneizado para análise das enzimas 
A atividade das enzimas catalase, glutationa peroxidase, glutationa 
redutase e glutationa-S-transferase foram determinadas no mesmo 
homogeneizado segundo descrito por (Joanisse e Storey, 1996). 
Resumidamente, o fígado (diluição final de 1:40 peso / volume) e o cólon 
(diluição final de 1:20 peso / volume) foram homogeneizados em tampão de 
fosfato de potássio 50 mmol / L, pH 7,2, contendo EDTA 50 mmol/L e fluoreto de 
fenilmetilsulfonil 1 mmol/L (PMSF; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), utilizando 
homogeneizador elétrico TissueRuptor (QIAGEN, Austin, Texas, EUA). As 
amostras foram centrifugadas a 13 000 x g durante 20 min a 4° C e o 
sobrenadante utilizado para determinação de atividade enzimática e dosagem 
de proteínas totais. Utilizou-se um homogeneizado diferente para a quantificação 
da atividade da superóxido dismutase: homogeneização do fígado e do cólon em 
50 mmol / L de tampão fosfato de potássio pH 7,8, contendo 0,5 mmol / L de 
EDTA e 1 mmol / L de PMSF, com uma diluição final de 1 : 20 (peso / volume). 
 
 
9.6.2 - Ensaio da Catalase (CAT) 
Foi avaliado o consumo de H2O2 pela catalase por meio do monitoramento 
da absorbância a 240 nm durante 20 segundos utilizando espectrofotômetro 
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Shimadzu – TCC 240A (Joanisse e Storey 1996). Para tanto, foi utilizado um 
sistema contendo homogeneizado (5 µL para fígado e 60 µL para intestino), 
tampão fosfato de potássio 50 mmol/L, pH 7,2 com EDTA 0,5 mmol/L e H2O2 10 
mmol/L, concentrações finais. O ensaio continha dois brancos: branco total, 
constituído pelo sistema reacional sem homogeneizado e o branco específico, 
constituído pelo sistema reacional sem H2O2, necessário para determinar 
qualquer reação com substratos do próprio tecido. A atividade enzimática foi 
calculada por meio do coeficiente de extinção molar do H2O2 a 240nm que é de 
0,0394 mM-1cm-1. Uma unidade de catalase foi definida como a quantidade de 
enzima necessária para decompor 1 µmol de H2O2 / min. 
 
9.6.3 - Ensaio da Glutationa Peroxidase (GPx) 
A atividade de glutationa peroxidase foi determinada de forma indireta, por 
meio do monitoramento da oxidação do NADPH que foi medido em 
espectrofotômetro (Shimadzu – TCC 240A) na absorbância de 340 nm, em uma 
reação catalisada pela glutationa redutase (GR) cujo substrato é a glutationa 
oxidada (GSSG) (Joanisse e Storey 1996). O sistema de reação foi constituído 
por tampão fosfato de potássio 50 mmol/L, pH 7,2 com EDTA 0,5 mmol/L, azida 
sódica 2 mmol/L, GR 1,5 IU/mL, NADPH 0,15 mmol/L, GSH 5 mmol/L, H2O2 0,2 
mmol/L e homogeneizado (20 µL para fígado e 75 µL para intestino), 
concentrações finais. O ensaio também continha dois brancos (total e específico) 
iguais ao ensaio da catalase. O tempo de leitura da reação foi de 20 segundos. 
A atividade enzimática foi calculada utilizando o coeficiente de extinção molar do 
NADPH a 340nm que é de 6,22 mM-1cm-1. Uma unidade (U) de glutationa 
peroxidase foi definida como a quantidade de enzima necessária para oxidar 1 
nmol NADPH / min. 
 
9.6.4 - Ensaio da Glutationa Redutase (GR) 
O ensaio foi executado segundo Joanisse e Storey (1996) por 
espectrofotometria (espectrofotômetro Shimadzu – TCC 240A) usando um 
comprimento de onda de A340nm, no qual foi monitorada a oxidação do NADPH 
(doador de elétrons para redução da GSSG) por 30 segundos. Os reagentes 
deste ensaio incluem, em concentrações finais, tampão fosfato de potássio 50 
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mmol/L, pH 7,2 com EDTA 0,5 mmol/L, NADPH 0,2 mmol/L, GSSG 1 mmol/L e 
homogeneizado de fígado (40 µL para fígado e intestino). O branco total era 
formado por tudo exceto o homogeneizado e o branco específico não continha 
GSSG. Para os cálculos da atividade enzimática, é considerado o coeficiente de 
extinção molar do NADPH de 6,22 mM-1cm-1 a 340nm. Uma unidade (U) de 
glutationa redutase foi definida como a quantidade de enzima necessária para 
oxidar 1 nmol NADPH / min. 
 
9.6.5 - Ensaio da Glutationa-S-transferase 
A atividade de GST foi avaliada segundo Joanisse e Storey (1996), por 
espectrofotometria (espectrofotômetro Shimadzu – TCC 240A) (A340nm), por meio 
do monitoramento da absorbância do conjugado de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 
(CDNB) e GSH (S-2,4-dinitrofenil-glutationa) a 340 nm, durante 20 segundos. O 
sistema reacional foi formado por tampão fosfato de potássio 50 mmol/L em pH 
7,2 com EDTA 0,5 mmol/L, CDNB 1 mmol/L, GSH 1 mmol/L (valores de 
concentrações finais) e homogeneizado de tecido (50 µL para fígado e intestino). 
Dois brancos foram utilizados no sistema: branco total (sem homogeneizado) e 
branco específico (sem GSH, para avaliar a conjugação entre a GSH do tecido 
e o CDNB). A atividade enzimática é determinada utilizando o coeficiente de 
extinção molar do S-2,4-dinitrofenil-glutationa de 9,6 mM-1cm-1 a 340nm. Uma 
unidade (U) de glutationa-S-transferase foi definida como a quantidade de 
enzima necessária para produzir 1 nmol de conjugado / min.  
 
9.6.6 - Ensaio da Superóxido Dismutase (SOD) 
No ensaio descrito por Mccord e Fridovic (1969), a xantina oxidase produz 
superóxido a partir da hipoxantina, o superóxido por sua vez reduz o citocromo 
c. A cinética da reação de redução do citocromo c é monitorada por meio da 
leitura da absorbância a 550 nm por 60 segundos. Dessa forma, quando o 
homogeneizado (fonte de SOD) é adicionado ao sistema, ocorre a inibição da 
redução do citocromo c, já que a SOD faz a dismutação do superóxido em H2O2 
e O2. O sistema reacional, em concentrações finais, era formado por tampão 
fosfato de potássio 50 mmol/L, pH 7,8 com EDTA 0,5 mmol/L, citocromo c 
predominantemente oxidado 0,01 mmol/L, hipoxantina 0,05 mmol/L, 
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homogeneizado (diferentes volumes) e xantina oxidase suficiente para gerar 
uma taxa de redução do citocromo c de 0,02 a 0,025 abs/min. Para os cálculos 
da atividade enzimática, uma unidade (U) de SOD correspondeu à quantidade 
de enzima necessária para diminuir em 50% a redução do citocromo c. Para 
obtenção desse dado, foi necessário realizar o ensaio utilizando diferentes 
volumes de um mesmo homogeneizado: 5 µL, 10 µL, 25 µL e, 50 µL para fígado 
e 10 µL, 25 µL, 50 µL, 80 µL para intestino. Neste ensaio, o branco total não 
continha o homogeneizado e ele era utilizado para determinar o volume de 
xantina oxidase que seria utilizada no ensaio. Foi realizado um branco específico 
(sem a xantina oxidase) para cada volume de homogeneizado. Um gráfico 
contendo o volume de homogeneizado utilizado no ensaio e o delta da 
absorbância do citocromo c reduzido a 550 nm foi plotado e uma função 
logarítmica foi gerada. A partir desta função foi possível encontrar o valor 
correspondente a uma unidade (U) de SOD, a qual correspondeu ao volume de 
homogeneizado necessário para gerar um delta da absorbância do citocromo c 
reduzido igual a 0,0125 abs/min. 
 
 
9.7 - Determinação dos níveis de mRNA de Bax, Bcl2, Il6, Il1b, Tnfa, Cox2 
 Essas análises foram realizadas no cólon previamente congelado em 
nitrogênio líquido. O tecido foi macerado e, utilizando homogeneizador elétrico 
TissueRuptor (QIAGEN, Austin, Texas, EUA), o RNA extraído com Trizol (1g de 
tecido para 10mL de Trizol) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Em seguida, o 
material foi centrifugado a 10000 x g a 4ºC por 10 min, o sobrenadante 
transferido para outro tubo e incubado com 200 L de clorofórmio (Merck, 
Darmstadt, Alemanha) por 3 minutos a temperatura ambiente. O material foi 
submetido a uma nova centrifugação, a fase aquosa foi transferida para um novo 
tubo e foram adicionados 500 µL de álcool isopropílico (J. T. Baker, Xalostoc, 
Edo de Méx, México) para a precipitação do RNA. Novamente a amostra sofreu 
centrifugação e o pellet de RNA foi lavado com 1 mL etanol 75% (J. T. Baker, 
Xalostoc, Edo de Méx, México). O material foi seco à temperatura ambiente e 
ressuspendido em água deionizada. 
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 As amostras de RNA foram precipitadas com acetato de sódio anidro 3 
mol/L pH 5,2 (10% do volume da amostra) e etanol (2,5 x volume da amostra), 
incubadas a uma temperatura de 4º C por 30 min e então centrifugadas a 10000 
x g por 30 min a 4ºC. Ao material precipitado, adicionou-se 1  mL de etanol 75% 
e o material foi centrifugado a 10000 x g por 5 min a 4ºC. O sobrenadante foi 
descartado, a amostra foi seca em temperatura ambiente e depois 
ressuspendida em água deionizada. 
 A pureza das amostras de RNA total foi verificada por determinação da 
absorbância a 230, 260 e 280nm em espectrofotômetro (Ultrospec 3000 UV-
visível, Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra) e das proporções A260/A280 e 
A260/A230. A concentração do RNA total foi feita por meio da fórmula:  
Concentração de RNA (µg/ml) = A260nm x 40 x fator de diluição. 
 Na qual, A260 é valor de leitura da amostra a 260 nm, 40 é o coeficiente 
médio de extinção do RNA (Azevedo et al., 2010). 
 A integridade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de 
agarose e software 1D LabImage (Kapelan Bio-Imaging Solutions, Leipzig, 
Alemanha). Para isso, 300 ng da amostra de RNA total foram submetidas à 
eletroforese em gel de agarose 1% (BioAgency, São Paulo, SP, Brasil), tampão 
de corrida TAE 1x (Tris: Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil / Ácido Bórico: Vetec, 
Rio de Janeiro, RJ, Brasil / Ácido Etilenodiaminotetracético: Sigma, Saint Louis, 
MO, EUA) e corado com 5 µL de GelGreenTM (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). 
O gel foi então analisado por foto documentação para confirmar a integridade do 
material genético. 
 A síntese de cDNA foi realizada utilizando-se kit High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, EUA), seguindo as recomendações do fabricantes. Um mix foi preparado, 
contendo 10X RT Buffer, 10X Random primers, dNTPmix, RNase inhbitor e 
MultiScribeTM Reverse Transcriptase, com volume final de 10 µL, e 
posteriormente adicionado a um tubo contendo 10 µL de amostra de RNA (na 
concentração 0,2 µg/µL). As amostras preparadas foram colocadas em 
termociclador (Esco, Swift Maxi, Hatboro, PA, EUA) e submetidas às seguintes 
condições: 25ºC por 10 min; 37ºC por 120 min; 85ºC por 5 min. Ao término da 
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transcrição reversa, as amostras de cDNA foram estocadas a uma temperatura 
de -20ºC.  
 Os níveis dos transcritos de Bax, Bcl2, Il6, Il1b, Tnfa e Cox2 foram 
determinados por meio da amplificação do cDNA em sistema de reação da 
polimerase em cadeia em tempo real (qPCR; 7500 Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para isso, foram pipetados na placa 
2 µL de cDNA (ou 0,02 µg de RNA total), 5 µL de Fast SYBR Green Master Mix 
(Applied Biosystems, Foster 18 City, CA, EUA) e 0,2 µmol/L (concentração final) 
de cada primer (Tabela 9.1), com volume final de 10 µL. A amplificação do gene 
de interesse foi realizada utilizando-se 50 ciclos nas seguintes condições: a 95°C 
por 20 segundos, 95°C por 3 segundos e 60°C 30 segundos. Para a curva de 
dissociação, foi utilizado: 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 60 segundos, 95ºC 
por 15 segundos e 60ºC por 15 segundos.  
Para nos certificarmos da ausência de contaminação por DNA genômico, 
foi feito um controle negativo para cada amostra. Para isso, as amostras foram 
expostas à reação de síntese de cDNA sem a enzima transcriptase reversa e, 
posteriormente, submetidas à reação da polimerase em cadeia em tempo real 
(qPCR). 
A especificidade de amplificação foi verificada a partir da curva de 
dissociação (melting curve). A eficiência da reação de amplificação da PCR foi 
avaliada por meio de uma curva padrão construída a partir de diferentes diluições 
de cDNA para cada gene analisado. A curva foi montada correlacionando o ΔCT 
(ciclo threshold) versus o log da quantidade de cDNA utilizado para cada ponto 
na curva. A eficiência de amplificação foi determinada a partir da inclinação 
obtida pela curva padrão, sendo necessário um valor de inclinação menor que 
0,1.  
 A expressão de todos os genes foi normalizada com base no gene 
constitutivo β-actina (Actb). Assim, a quantificação dos níveis de mRNA dos 
genes alvos foi calculada a partir do CT do gene alvo em relação ao gene 
constitutivo (β-actina), por meio da fórmula 2-ΔΔCT. O método descrito acima 





Tabela 9.1: Sequências dos oligonucleotídeos utilizados na reação de qPCR. 
Nome do gene Gene 
 
Oligonucleotídeos (5'  ̶ 3') Referência 
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9.8 - Determinação dos níveis de proteína BAX, BCL-2 e COX-2 
 Uma alíquota do cólon foi homogeneizada em tampão (0,1g : 2 µL) 
contendo sacarose 0,25 mol/L; Tris HCl 15 mmol/L pH 7,9; NaCl 15 mmol/L; KCl 
60 mmol/L; EDTA 5 mmol/L; spermine 0,15 mmol/L; spermidine 0,5 mmol/L; 
dithiotheritol 1 mmol/L; coquetel inibidor de protease 1% (volume / volume 
tampão) (Sigma Aldrich, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e coquetel inibidor de 
fosfatase 1% (volume / volume tampão) (Sigma Aldrich, Sigma Aldrich, St. Louis, 
USA) utilizando-se homogeneizador vidro-vidro submerso em gelo. A amostra foi 
então sonicada por 1 minuto, centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos e o 
sobrenadante foi coletado. Uma alíquota desse material foi usada para a 
determinação da concentração de proteína total, pelo método descrito por 
Hartree (1972), e o restante foi estocado a -80°C. 
As proteínas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. 
Para o preparo das amostras, foi feito uma diluição do homogeneizado em água 
e depois parte desse material foi resuspendido (1:1) em tampão (tris 1200 
mmol/L pH 6,8; SDS 4% p/v; glicerol 20% (v/v); azul de bromofenol 0,1%) 
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contendo β-mercaptoetanol (60:1). As amostras foram aquecidas a 100 °C por 1 
minuto e depois foram aplicadas no gel. A quantidade de proteína variou de 
acordo com a proteína de interesse: 20 µg de proteína para cada amostra de 
BCL-2 e BAX e 45 µg de proteína para as amostras de COX-2. 
O gel de poliacrilamida utilizado na eletroforese era formado por um gel 
concentrador de 5% (3,4 mL de água; 830 µL de acrilamida/bisacrilamida 30%; 
630 µL de tris HCl 1,0 mol/L pH 6,8; 50 µL SDS 10%; 15 µL TEMED; 50 µL de 
APS 10%) que representava 1/3 do gel e um gel separador de 12% (3,3 mL de 
água; 4,0 mL de acrilamida/bisacrilamida 30%; 2,5 mL de tris HCl 1,5 mol/L pH 
8,8; 100 µL SDS 10%; 15 µL TEMED; 100 µL de APS 10%) que representava 
2/3 do gel. Para a eletroforese, foi utilizado tampão (tris 25 mmol/L; glicina 0,192 
mol/L; SDS 0,1% p/v) e a corrida foi feita a 80 V por cerca de 3 horas (Bio-Rad, 
California, USA).  
Após a separação, as proteínas foram transferidas para membrana de 
difloride de polivinilideno (PVDF – Merck Millipore, Massachusetts, USA) em 
sistema Trans Blot Semi-Dry (Bio-Rad, California, USA) usando papel filtro extra 
grosso umedecido com tampão (tris 48 mmol/L; glicina 39 mmol/L, metanol 20%). 
As condições da transferência variaram de acordo com a proteína de interesse: 
30 minutos, 15 V para BCL-2 e BAX, e 40 minutos, 15V para COX-2.  
A membrana foi então bloqueada com leite em pó desnatado 5% em TBST 
(tris 20 mmol/L; 0,137 mol/L; 0,1% tween 20) por 2 horas em agitador basculante 
e temperatura ambiente. Depois a membrana foi lavada com TBST e incubada 
com anticorpo primário diluído em solução de bloqueio (1:2000 para β-actina; 
1:1000 para BAX e BCL-2; 1:500 para COX-2) por 16 horas no agitador à 5°C. 
Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST e incubada com anticorpo 
secundário (1:1000) em agitador basculante em temperatura ambiente por 1 
hora. A membrana sofreu nova lavagem com TBST e foi revelada com reagente 
NBT/BCIP (Sigma Aldrich, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) por 30 minutos (para 
BAX e BCL-2) ou 6 horas (para COX-2). As bandas foram quantificadas em 






9.9 - Avaliação dos níveis de IL-6, TNF, IL-1β  
 Os níveis das citocinas foram determinados no soro utilizando kit 
comercial de ensaio imunoenzimático (ELISA) para IL-6 (Sigma Aldrich; St. 
Louis, USA), IL-1β e TNFα (eBioscience, Viena, Austria) seguindo as 
recomendações do fabricante.    
 
 
9.10 - Análise estatística 
A normalidade da distribuição dos dados foi avaliada pelo método de 
Kolmogorov-Simirnov. Para as variáveis com distribuição normal, foi realizado o 
teste de análise de variância (ANOVA) com correção de Bonferroni, e para as 
variáveis com distribuição não normais, foi realizado o teste Kruskal-Wallis. 
Todas as análises foram feitas utilizando o software SPSS (versão 19.0, SPSS 
Inc., Chicago, IL, EUA). O valor de significância estabelecido para o teste foi de 
P <0,05.  
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